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Capítulo I                                                                                               Introducción General 
I.1  LOS CULTIVOS INICIADORES 
Las fermentaciones alimentarias, cuyo origen parece situarse en Oriente, datan de 
tiempos prehistóricos y representan una de las técnicas de conservación de alimentos más 
antiguas que existen. La fermentación supone la transformación microbiana de un producto 
mediante el catabolismo de los carbohidratos, proceso en el que se forman ácidos 
orgánicos, alcoholes y/o CO2. Este proceso origina una modificación de las características 
organolépticas de las materias primas, obteniéndose una amplia gama de productos 
fermentados como el yogur, queso, mantequilla, embutidos, encurtidos, productos de 
panadería y diversas bebidas fermentadas. 
Algunos de los microorganismos aislados de estas fermentaciones se han ido 
seleccionando para ser utilizados como cultivos iniciadores, que se definen como una o 
más cepas de una o más especies bacterianas, que se utilizan para inocular un producto 
crudo o pasterizado con el fin de iniciar su fermentación (Sandine, 1979). 
De acuerdo con el número y tipo de cepas presentes, los cultivos iniciadores se 
clasifican en las siguientes categorías (Cogan, 1996; Mäyrä–Mäkinen y Briget, 1998): 
• cultivo de cepa única, formado por una cepa de una determinada especie. 
• cultivo definido múltiple, formado por varias cepas conocidas de una especie 
determinada. 
• cultivo definido mixto, formado por varias cepas conocidas de distintas especies. 
• cultivo indefinido o artesano, formado por numerosas especies y cepas, total o 
parcialmente desconocidas. 
 
I.2  LAS BACTERIAS DEL ÁCIDO LÁCTICO (BAL) 
Las bacterias lácticas o bacterias del ácido láctico (BAL) tienen en común la 
producción de dicho ácido como producto mayoritario del catabolismo de los azúcares. 
Son microorganismos Gram positivos, generalmente inmóviles, no esporulados, no 
pigmentados y no reductores de nitrato. Tampoco licuan la gelatina, no producen indol ni 
ácido sulfhídrico a partir de aminoácidos. Debido a su limitada capacidad biosintética, son 
muy exigentes nutricionalmente y requieren factores de crecimiento complejos que 
incluyen aminoácidos, vitaminas, purinas y pirimidinas (Dellaglio et al., 1994). 
Estos microorganismos son anaerobios aero-tolerantes ya que, aunque en general 
carecen de catalasa, poseen otras peroxidasas y superóxido-dismutasa que permiten el 
crecimiento en condiciones de aerobiosis (Desmazeaud y Roissart, 1994). 
                                                                         1 
Introducción General                                                                                               Capítulo I 
 
Las BAL carecen del ciclo de Krebs, por lo que la generación de ATP ocurre 
mediante la fermentación de carbohidratos y compuestos relacionados, acoplada a 
fosforilación a nivel de sustrato. Entre los sustratos fermentables por las BAL se 
encuentran los azúcares (monosacáridos, disacáridos y polisacáridos), los polialcoholes, el 
citrato y algún aminoácido (arginina). 
Este grupo comprende bacterias de los géneros Lactococcus, Vagococcus, 
Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Tetragenococcus, Streptococcus, Enterococcus, 
Lactobacillus, Weissella y Carnobacterium. Aunque filogenéticamente alejados de las 
BAL, otros tipos bacterianos como son los géneros Micrococcus, Brevibacterium, 
Propionibacterium y Bifidobacterium también participan en la elaboración de alimentos 
fermentados. Las BAL están incluidas dentro del grupo de microorganismos “seguros” o 
GRAS (generally recognized as safe), lo que implica que pueden utilizarse para la 
elaboración de productos alimentarios. 
El hábitat de estas especies es variado. Muchas aparecen asociadas a material 
vegetal. Otras forman parte de la microbiota normal del hombre y animales, encontrándose 
en los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario, donde pueden ejercer un papel 
beneficioso al antagonizar la colonización por patógenos, mejorar la digestibilidad de 
algunos alimentos y actuar como coadyuvantes inmunológicos (Gilliland, 1990). 
 
I.3  FUNCIONES DE LOS CULTIVOS INICIADORES 
La función principal de los cultivos iniciadores es la producción de ácido, 
principalmente láctico, como consecuencia de su metabolismo. Sin embargo, la 
contribución de los cultivos iniciadores a las características finales del producto no se 
limita al proceso de acidificación, sino que se completa con otras funciones como son la 
actividad proteolítica, la producción de compuestos aromáticos, la producción de CO2, la 
síntesis de exopolisacáridos o la producción de compuestos inhibidores (Chamba et al., 
1994). 
En los siguientes apartados se muestran algunas funciones de los cultivos 
iniciadores relacionadas con la actividad metabólica de las BAL, prestando especial 
atención a su aplicación en la elaboración de productos lácteos fermentados. 
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I.3.1  Producción de ácido 
La lactosa es el azúcar mayoritario de la leche (4.2-5%) y su metabolismo en las 
BAL ha sido estudiado con detalle. En la mayoría de las especies del género Lactococcus y 
algunos Lactobacillus, la lactosa es fosforilada durante su paso a través de la membrana 
por medio del sistema enzimático PEP/fosfotransferasa. La lactosa-6-P es hidrolizada por 
la acción de la fosfo–β-galactosidasa a glucosa, que sigue la vía glucolítica, y galactosa-6-
P, que se metaboliza por la vía de la tagatosa-6-fosfato (fig 1.1). 
En el género Leuconostoc y en la mayoría de las especies de Lactobacillus, el 
transporte de la lactosa se realiza mediante una permeasa específica. La lactosa penetra en 
la célula a expensas de la fuerza protón-motriz (Poolman, 1993), donde es hidrolizada por 
la β-galactosidasa a galactosa y glucosa. 
En función de los enzimas utilizados y de los productos resultantes de la 
fermentación se distinguen dos vías principales: 
Vía homofermentativa, propia de los géneros Lactococcus, Streptococcus, 
Enterococcus, Pediococcus y de especies de Lactobacillus de los grupos I y II. 
Metabolizan la glucosa a piruvato por la ruta glicolítica o de Embden-Meyerhof-Parnas 
(fig. 1.1), obteniéndose ácido láctico como producto mayoritario de la fermentación. La 
producción de este ácido como único producto metabólico tiene lugar solamente en 
condiciones de exceso de fuente de carbono (glucosa o lactosa). Cuando ésta se encuentra 
en condiciones limitantes y en anaerobiosis, o cuando el azúcar fermentado es la galactosa, 
tiene lugar la fermentación heteroláctica o ácido mixta (Thomas et al., 1979; Fordyce et 
al., 1984) disminuyendo la producción de láctico y produciéndose un aumento en los 
niveles de fórmico, acético y etanol (fig. 2.1). En condiciones de aerobiosis los productos 
acumulados son principalmente láctico, acético y pirúvico debido a la inhibición por el 
oxígeno del enzima piruvato-formato-liasa (Abee et al., 1982). 
Vía heterofermentativa, propia del género Leuconostoc y de especies del género 
Lactobacillus del grupo III. La fermentación de la glucosa tiene lugar por la ruta de la 
fosfocetolasa, siendo éste el enzima clave de la misma. Los productos originados por esta 
vía son ácido láctico, CO2 y cantidades variables de acético y etanol (fig. 1.2). El 
crecimiento de las bacterias con este tipo de metabolismo se ve favorecido en condiciones 
de aerobiosis ya que la regeneración de NAD+ consumido en la oxidación de la glucosa se 
realiza utilizando el oxígeno del medio como aceptor de electrones, lo que permite desviar 
el acetil-CoA hacia la síntesis de acético y generar una molécula extra de ATP. 
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En el caso concreto de la fermentación quesera, la producción de ácido origina la 
precipitación de las caseínas de la leche, aumenta la actividad del cuajo y mejora la 
sinéresis de la cuajada, todo lo cual conduce a una modificación de la materia prima, dando 
lugar al queso, con un pH y una actividad de agua menores y una vida útil más larga, ya 
que la acidificación actúa inhibiendo el crecimiento de microorganismos alterantes y/o 
patógenos. Además, la acidificación colabora en los procesos enzimáticos que tienen lugar 
durante la fase de maduración, interviniendo en las características finales del queso. 
 
I.3.2  Actividad proteolítica 
El sistema proteolítico de la mayor parte de las bacterias lácticas consta de una 
única proteinasa extracelular con actividad caseinolítica, diversos transportadores de 
aminoácidos, transportadores de di- y tripéptidos y un transportador de oligopéptidos. El 
sistema se completa con aminopeptidasas y endopeptidasas intracelulares que intervienen 
en el último paso de la degradación (Christensen et al., 1999), liberándose los aminoácidos 
esenciales para el desarrollo de las BAL. 
La degradación de las proteínas de la leche constituye uno de los principales 
procesos durante la maduración de los quesos, interviniendo en la textura final del 
producto como consecuencia de la degradación de la trama proteica del coágulo (De Jong, 
1978), así como en el desarrollo de aromas y sabores por la liberación de péptidos y 
aminoácidos a partir de la caseína de la leche, que actúan como precursores del aroma 
(Thomas y Pritchard, 1987). 
 
I.3.3  Producción de aromas 
Las bacterias del ácido láctico contribuyen al desarrollo del aroma de los productos 
fermentados mediante la producción de determinados compuestos (alcoholes, cetonas o 
ésteres) que actúan modificando las características organolépticas del producto. Así, la 
producción de diacetilo es necesaria para un correcto desarrollo del aroma en productos 
como la mantequilla y algunos quesos y leches fermentadas, mientras que el acetaldehído 
es el principal responsable del aroma del yogur (Vedamuthu, 1994). Otros volátiles como 
el ácido acético o las metilcetonas también intervienen en el desarrollo de aromas en 
diferentes variedades de quesos (Barron et al., 2005). 
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 FIGURA 1.1. Ruta homofermentativa de utilización de lactosa de las bacterias del ácido láctico. 
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  FIGURA 1.2. Ruta heterofermentativa de utilización de lactosa de las bacterias del ácido láctico. 
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Como mencionamos anteriormente, la actividad proteolítica de algunas de estas 
especies (principalmente Lactococcus y Lactobacillus) también contribuye al desarrollo de 
aromas y sabores por efecto de la degradación de las proteínas de la cuajada en péptidos y 
aminoácidos durante el proceso de maduración. Los aminoácidos actúan como sustratos en 
reacciones de transaminación, deshidrogenación, descarboxilación y reducción, 
produciendo una gran variedad de compuestos aromáticos como el ácido fenilacético, 
metanotiol, dimetildisulfuro, 3-metilbutirato, 3-metilbutanal, 3-metilbutanol, 2-metil-1-
propanal o 2-metilbutanal, entre otros (Marilley y Casey, 2004). 
 
I.3.4  Producción de exopolisacáridos 
Algunas bacterias lácticas tienen la capacidad de sintetizar polisacáridos 
extracelulares (EPSs). Se trata de polímeros de cadena larga y elevado peso molecular que 
se disuelven o dispersan en agua y que contribuyen a mejorar la textura y viscosidad del 
producto fermentado (De Vuyst y Degeest, 1999, Ruas-Madiedo, 2002a). 
Además del interés por las propiedades reológicas de los EPSs, estos polímeros han 
sido objeto de numerosos estudios que han puesto de manifiesto características 
beneficiosas para la salud, tales como la estimulación del sistema inmune, actividad 
antitumoral o actividad reductora de los niveles de colesterol y antiulceral (Kitazawa et al., 
1991; Nakajima et al., 1995; De Vuyst y Degeest, 1999). 
 
I.3.5  Producción de gas 
La producción de CO2 es especialmente relevante en microorganismos 
heterofermentativos como producto de la fermentación de azúcares. No obstante, también 
existe producción en especies homofermentativas como consecuencia del metabolismo del 
citrato. 
Esta actividad es deseable en quesos de pasta “abierta” (Gruyére, Emmental, 
Gouda) y en quesos azules donde es necesaria la presencia de cavidades aireadas para 
permitir el desarrollo de los mohos (Chamba et al., 1994). 
 
I.3.6  Producción de sustancias inhibidoras 
El papel principal de las bacterias lácticas es provocar un aumento de la acidez 
como consecuencia de la producción de ácidos. La consecuente disminución del pH tiene 
un efecto inhibidor sobre el crecimiento de microorganismos patógenos o alterantes en el 
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producto, ya que muy pocas bacterias son capaces de crecer en los niveles de pH 
alcanzados por la acción de las BAL. 
Además, algunas bacterias lácticas son capaces de producir bacteriocinas. Estos 
compuestos son péptidos de síntesis ribosomal que inhiben el crecimiento de otros 
microorganismos y no producen la muerte de la cepa productora. Su papel biotecnológico 
en la industria alimentaria es relevante, puesto que muchas presentan un amplio espectro 
de actividad frente a microorganismos patógenos y alterantes, y se utilizan como 
bioconservantes. Las bacteriocinas se clasifican en tres grupos (Klaenhammer, 1988; Nes 
et al., 1996): 
• Clase I (Lantibióticos). Son péptidos pequeños (<5 kDa), termoestables y que 
presentan aminoácidos inusuales en su composición, que se originan por modificaciones 
postraduccionales. En función de su carga y conformación estructural, se subdividen en 
dos tipos, A y B, al primero de los cuales pertenece la bacteriocina más conocida, que es la 
nisina. 
• Clase II (No lantibióticos). Péptidos con un tamaño inferior a 15 kDa, 
termoestables y que no contienen aminoácidos modificados en su estructura primaria. Se 
subdivide en las clases IIa (péptidos activos frente a Listeria), IIb (formadas por dos 
péptidos diferentes) y IIc (no incluidas en ninguna de las anteriores). 
• Clase III. Proteínas de más de 15 kDa que están constituidas por aminoácidos no 
modificados y que son sensibles al calor. 
Las bacterias lácticas también pueden sintetizar en menor cantidad otras sustancias 
con efecto inhibitorio, como el peróxido de hidrógeno, CO2, diacetilo y productos de 
reacciones secundarias como el hipotiocianato o el tiocianato (Lindgren y Dobrogosz, 
1990). 
 
I.4  DISEÑO DE NUEVOS CULTIVOS INICIADORES 
Tradicionalmente, la elaboración de productos lácteos fermentados se ha basado en 
la acidificación espontánea de la leche provocada por el desarrollo de la microbiota 
presente de forma natural en la misma. Este sistema implicaba que la calidad del producto 
final dependía enormemente de la carga microbiana y de la variedad de microorganismos 
presentes en la leche. Para mejorar el proceso, se utilizaba como inóculo una pequeña 
porción de una fermentación previa, lo que favorecía la dominancia de las cepas 
bacterianas mejor adaptadas al proceso (Wouters et al., 2002). 
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Aunque este sistema se utiliza todavía en algunas queserías artesanales, la 
producción de la gran mayoría de productos lácteos fermentados se basa en la utilización 
de cultivos iniciadores producidos industrialmente. El uso de los mismos resulta obligado 
cuando se utiliza como materia prima leche pasterizada en la que la microbiota original ha 
sido parcialmente destruida, pero también es habitual recurrir a la adición de fermentos 
comerciales a la leche cruda utilizada para elaborar quesos de largo periodo de maduración 
(más de 60 días), porque la notable mejora de la calidad higiénica de la leche implica que 
los niveles de la microbiota láctica sean relativamente bajos. En ambos casos, el uso de 
fermentos proporciona un alto grado de control sobre el proceso de fermentación. 
El uso de este tipo de cultivos, junto con la utilización de métodos de procesado 
más higiénicos y condiciones de maduración controladas, ha tenido un efecto enormemente 
positivo en la calidad, proporcionando productos microbiológicamente más seguros y con 
unas propiedades organolépticas y reológicas más reproducibles. Sin embargo, como 
consecuencia de esta uniformidad y debido a que la posibilidad de elección entre los 
fermentos industriales disponibles en el mercado es limitada, se ha producido una pérdida 
paulatina de las características organolépticas típicas de cada producto lácteo que le 
proporcionaban la “singularidad”. 
Hoy en día, los consumidores demandan cada vez más productos con sabor y aroma 
diferenciales, al mismo tiempo que buscan nuevas propiedades relacionadas con 
potenciales efectos beneficiosos para la salud. Por todo ello, la industria agroalimentaria 
precisa desarrollar nuevos fermentos que respondan a dicha demanda. En este sentido, la 
búsqueda de nuevas cepas en ambientes naturales ha demostrado ser una buena estrategia 
para seleccionar microorganismos con propiedades relevantes, como la producción de 
perfiles aromáticos novedosos, producción de bacteriocinas, síntesis de exopolisacáridos o 
una mayor actividad proteolítica (Van den Berg et al., 1995; Ayad et al., 2000; Wouters et 
al., 2002; Poveda et al., 2003, Rilla et al., 2004). Varios autores han estudiado el uso de 
cepas silvestres como cultivos iniciadores o cultivos adjuntos para la elaboración de 
productos lácteos fermentados, obteniendo resultados satisfactorios. Cárcoba y Rodríguez 
(2004) elaboraron queso Afuega’l Pitu utilizando un fermento liofilizado compuesto por 
cepas “autóctonas” aisladas de quesos artesanales, demostrando la aptitud tecnológica de 
dicho fermento. González et al. (2003) compararon las características de queso elaborado 
con cultivos iniciadores comerciales y quesos elaborados con cepas “autóctonas” aisladas 
de queso de los Ibores, observando que estos últimos presentaban niveles menores de 
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coliformes y estafilococos coagulasa positivos, al tiempo que mostraban unas 
características organolépticas similares a los elaborados con cultivos comerciales. Por otro 
lado, Gómez et al. (1999) compararon las características de un queso elaborado con un 
fermento mixto comercial con las de un queso elaborado con un cultivo definido mixto 
constituido por cepas aisladas de queso Manchego artesanal. Este cultivo mostró una 
mayor supervivencia que el fermento comercial durante la fase de maduración, no 
observándose diferencias en cuanto a las características e intensidad de aroma del producto 
final. Alonso-Calleja et al. (2002) estudiaron el efecto de la pasterización y la adición de 
cultivos iniciadores procedentes de aislados de quesos tradicionales en las características 
organolépticas de queso de Valdeteja. Las características de apariencia, aroma y textura del 
queso fueron similares a las de quesos de elaboración tradicional. 
 
I.5  OBJETIVO DEL TRABAJO 
El propósito de este trabajo es contribuir al desarrollo de nuevos cultivos 
iniciadores que permitan incrementar la diversidad de alimentos fermentados. Para ello se 
ha evaluado el potencial biotecnológico de microorganismos aislados de entornos naturales 
con objeto de seleccionar aquellos más adecuados. El trabajo se ha centrado en los 
siguientes aspectos: 
 
1. Caracterización metabólica y molecular de cepas silvestres de Leuconostoc. Este 
género forma parte de los fermentos mesófilos mixtos utilizados en la elaboración de 
algunas variedades de queso. Los criterios de selección establecidos han tenido en 
cuenta los siguientes aspectos tecnológicos: 
• Estudio de las características metabólicas de 11 cepas del género Leuconostoc 
aisladas de quesos artesanales de alta calidad organoléptica, prestando atención a 
aspectos tales como la producción de ácidos orgánicos y compuestos volátiles, 
producción de exopolisacáridos, fermentación de azúcares y actividad acidificante. 
• Susceptibilidad a agentes inhibitorios como acidez, NaCl, nisina y resistencia a 
la congelación. 
• Tipificación de las cepas según su perfil genotípico, mediante electroforesis en 
campo de pulso (PFGE) y RAPD-PCR, y según su perfil proteico, mediante SDS-
PAGE. 
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2. Desarrollo y aplicación de T-RFLP (Terminal-Restriction Fragment Length 
Polymorphism) acoplado a la retroamplificación de ARN para monitorizar la 
evolución de cultivos iniciadores mixtos. Esta técnica, independiente de cultivo, 
permite detectar únicamente células metabólicamente activas, lo que elimina los 
errores derivados de la imposibilidad de cultivar células en estado viable pero no 
cultivable (VNC), o de la detección de ADN procedente de células muertas en el caso 
de PCR convencional. Utilizando este sistema se han estudiado las interacciones entre 
lactococos productores de nisina y leuconostocs productores de aromas durante su 
crecimiento conjunto en leche. 
 
3. Producción de exopolisacáridos (EPSs) por bacterias lácticas aisladas de 
fermentaciones naturales y potencial aplicación en cultivos mixtos. Algunas cepas 
de bacterias lácticas sintetizan EPSs que influyen en la textura del producto 
fermentado, y además tienen un potencial efecto beneficioso para la salud como 
agentes prebióticos. Este estudio se ha centrado en los siguientes aspectos: 
• Búsqueda de nuevas cepas productoras de EPSs en alimentos fermentados. 
• Caracterización del EPS producido por Lactobacillus pentosus LPS26: 
aislamiento, cuantificación, composición y análisis estructural. 
• Optimización de la producción de EPS en cultivo discontinuo y continuo. 
• Aplicación de Lb. pentosus LPS26 en la elaboración de productos fermentados. 
 
                                                                         11 
 
Capítulo II                                                                                                            Introducción 
 
II.1  INTRODUCCIÓN     
 
 
El género Leuconostoc comprende un grupo de bacterias lácticas que tienen su 
nicho ecológico principalmente en plantas y vegetales, aunque es común encontrarlos en 
leche y productos lácteos (Vedamuthu, 1994; Hemme y Foucaud-Scheunemann, 2004). 
Este género comprende actualmente ocho especies: Leuconostoc mesenteroides 
(con tres subespecies: mesenteroides, cremoris y dextranicum), Ln. lactis, Ln. gelidum, Ln. 
carnosum, Ln. citreum, Ln. pseudomesenteroides, Ln. fallax y Ln. argentinum (Bjorkroth, 
et al., 2000). 
Son bacterias en forma de cocos que se disponen en pares o en cadenas. Su 
metabolismo es de tipo heterofermentativo, produciendo ácido láctico D(-), CO2, etanol y/o 
acético como consecuencia de la fermentación de los azúcares. No son capaces de producir 
NH3 a partir de arginina, lo que junto con la producción de láctico D(-), los diferencia de 
los lactobacilos heterofermentativos, y su temperatura óptima de crecimiento varía entre 
los 25 y 30º C (Garvie, 1986). 
Los leuconostocs son microorganismos relativamente inertes en cultivos puros en 
leche, por lo que su utilización se realiza siempre en combinación con cepas de lactococos, 
cuya función es producir ácido a partir de la lactosa del medio, mientras que el papel de los 
leuconostocs es fermentar el citrato de la leche, estableciéndose entre ambos 
microorganismos una relación funcional sinérgica. Algunos ejemplos de fermentos 
comerciales que contienen cepas aromatizantes de Leuconostoc son la serie LM057 
(EZAL®, Rhodia) o algunas de las series Flora Danica (Christian Hansen). 
 
II.1.1  PROPIEDADES TECNOLÓGICAS DE Leuconostoc 
II.1.1.a  Metabolismo del citrato 
Sin duda, una de las características que hace que los leuconostocs tengan interés 
como componentes de los cultivos iniciadores es su capacidad de metabolizar el citrato 
presente en la leche para dar lugar a una serie de compuestos como el diacetilo, 
acetaldehído, acetoína o 2,3-butanodiol, responsables del aroma y sabor de determinados 
productos fermentados. 
Pese a que la concentración de citrato en leche es baja (8 mM aproximadamente), la 
capacidad de algunas especies mesófilas de BAL de metabolizarlo y dar lugar a estos 
                                                                         13 
Caracterización de cepas silvestres de Leuconostoc                                              Capítulo II 
compuestos aromáticos hace que tenga un papel importante en la elaboración de productos 
como la mantequilla, y algunos quesos y leches fermentadas. Las bacterias del ácido 
láctico con capacidad de utilizar citrato comprenden al género Leuconostoc en su totalidad 
y a la especie Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis. 
El citrato se transporta al interior de la célula mediante el enzima citrato permeasa, 
de codificación plasmídica. Este enzima sólo es activo a pH por debajo de 6, por lo que la 
actividad acidificante que ejercen los lactococos en un cultivo mixto es esencial para que 
se produzca la función aromatizante de los leuconostocs. Una vez en el citoplasma, el 
citrato es degradado a oxalacetato y ácido acético mediante la citrato liasa, de síntesis 
inducible. El acético se excreta al exterior, mientras que el oxalacetato se decarboxila 
originando piruvato y CO2. Este aporte adicional de piruvato no origina la reducción del 
NAD+ durante su producción, por lo que puede ser desviado hacia la síntesis de 
compuestos aromáticos (diacetilo, acetoína, 2,3-butanodiol, acetaldehído) o hacia la 
formación de acético, lo que origina la síntesis de una molécula de ATP (figura 2.1). 
Aunque el diacetilo es el compuesto clave en el desarrollo del aroma de 
determinados productos lácteos fermentados, otros compuestos como el acético o el etanol 
son también importantes. Los leuconostocs pueden también jugar un papel de regulación 
FIGURA 2.1. Rutas de degradación del piruvato en las bacterias del ácido láctico. 
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del aroma en productos como la mantequilla, donde un exceso en la producción de 
acetaldehído por parte de los lactococos del cultivo iniciador puede originar problemas por 
la aparición de un defecto descrito como “manzana verde” o “yogurt-like”, cuando la 
relación diacetilo:acetaldehído es menor de 3:1. Los leuconostocs tienen la capacidad de 
metabolizar el exceso de acetaldehído a etanol corrigiendo ese defecto (Vedamuthu, 1994). 
 
II.1.1.b  Producción de CO2
En algunos tipos de quesos, como los holandeses Edam y Gouda, es deseable la 
aparición de pequeñas aberturas u “ojos” en la masa. Estos ojos son producidos por el CO2 
liberado por los leuconostocs incluidos en los cultivos iniciadores, como consecuencia del 
metabolismo heterofermentativo de los azúcares, o bien por la utilización del citrato 
presente en la leche. En leches fermentadas carbonatadas, la producción de CO2 
proporciona la efervescencia deseada en este tipo de productos (Levata-Jovanovic, 1997). 
En quesos azules, donde es necesaria la presencia de cavidades que permitan el desarrollo 
de los mohos, también es beneficiosa la presencia de Leuconostoc, no sólo por la 
formación de estas oquedades por efecto del CO2, sino también por el efecto inhibidor que 
éste ejerce sobre la mayoría de los posibles mohos contaminantes, sensibles a este gas, que 
sin embargo no afecta al crecimiento de Penicillium roqueforti a las concentraciones en las 
que se encuentra en el queso (Vedamuthu, 1994). 
 
II.1.1.c  Producción de dextrano 
En 1878, Van Tieghem aisló el microorganismo responsable de la gelificación del 
jarabe de azúcar, cuyo origen microbiano ya había sido puesto de manifiesto por Pasteur 
varios años atrás, y le dio el nombre de Ln. mesenteroides. El producto originado en el 
proceso por estos microorganismos es el dextrano, un polímero de alto peso molecular 
(107-108 Da) compuesto por una cadena lineal de moléculas de glucosa con enlaces 
glucosídicos α(1→6) y con algunas ramificaciones α(1→2), α(1→3) y α(1→4) (Dols et 
al., 1998). 
El dextrano se utiliza en la industria como agente espesante o gelificante, aunque su 
uso en la industria láctea no está muy extendido. Pucci y Kunka (1990) describieron un 
dextrano producido por Ln. mesenteroides subsp. dextranicum NRRL B-18242 en leche 
suplementada con sacarosa. Una vez deshidratado el cultivo, pudo utilizarse como agente 
espesante y texturizante en leches fermentadas y como estabilizante en helados. 
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La síntesis de dextrano ocurre por acción del enzima dextransacarasa, de expresión 
inducible por sacarosa (Quirasco et al., 1999). Este enzima utiliza la energía del enlace de 
la sacarosa para catalizar la transferencia de una molécula de glucosa a la cadena del 
polímero, liberándose una molécula de fructosa. Otra posibilidad es que la molécula de 
glucosa se una a otro receptor diferente, como la maltosa, originándose en este caso 
oligosacáridos no digeribles con propiedades prebióticas interesantes, algunos de los cuales 
se comercializan para nutrición humana y dermocosmética (BioEcolia®: 
BioEurope/Solabia) (Monsan et al., 2001; Chung y Day, 2002). 
 
II.1.1.d  Actividad inhibitoria 
El aumento de la vida útil de quesos fermentados con cultivos mixtos que incluyen 
leuconostocs fue puesto de manifiesto por Mather y Babel (1959), quienes observaron el 
retraso en la formación de “slime” y proteolisis por Pseudomonas fragi y P. putrefaciens, 
así como el desarrollo de coliformes. Este efecto inhibitorio fue atribuido principalmente al 
ácido acético. 
Concentraciones altas de diacetilo también tienen un efecto represor sobre el 
crecimiento de bacterias Gram negativas psicrófilas (CMI 200 mg/mL) y Gram positivas 
(CMI 300 mg/mL) (Jay, 1982). En una visión general, la actividad protectora de los 
leuconostocs probablemente sea consecuencia del efecto combinado del acético, diacetilo y 
CO2 (Vedamuthu, 1994). 
También se ha descrito la producción de bacteriocinas por algunas cepas de 
Leuconostoc. Ln. mesenteroides Y105 produce la bacteriocina mesentericina Y105, activa 
frente a Listeria (Morisset y Frère, 2002). Ln. mesenteroides TA33a produce dos 
leucocinas con actividad anti-listeria y otra leucocina con actividad frente a cepas de 
Leuconostoc y Weissella (Papathanasopoulos et al., 1998). 
 
II.1.2  ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DEL TRABAJO 
La inclusión de un microorganismo como parte integrante de un cultivo iniciador 
requiere un conocimiento previo de sus características fisiológicas y funcionales. Por un 
lado, es necesario determinar las aptitudes tecnológicas de dicho microorganismo de 
acuerdo con las características del producto deseado y, por otra parte, es necesario disponer 
de las herramientas que permitan identificarlo dentro del conjunto de los componentes del 
cultivo, de forma que sea posible seguir su evolución en fabricaciones controladas. 
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De acuerdo con estas consideraciones, la estructura de este trabajo se ha dividido en 
los siguientes apartados: 
 
1. Estudio de las características metabólicas de 11 cepas del género Leuconostoc aisladas 
de quesos artesanales de alta calidad organoléptica, prestando atención a aspectos tales 
como la producción de ácidos orgánicos y compuestos volátiles, producción de 
exopolisacáridos, fermentación de azúcares y actividad acidificante. 
 
2. Susceptibilidad a agentes inhibitorios como acidez, NaCl, nisina y resistencia a la 
congelación. 
 
3. Tipificación de las cepas según su perfil genotípico, mediante electroforesis en campo 
de pulso (PFGE) y RAPD-PCR, y según su perfil proteico, mediante SDS-PAGE. 
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II.2  MATERIAL Y MÉTODOS    
 
 
II.2.1  MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE CULTIVO 
Las cepas utilizadas en el presente trabajo fueron aisladas de quesos Afuega’l Pitu 
elaborados en queserías situadas en los municipios de Grado y Morcín (Asturias) (Cuesta 
et al., 1996). 
De estos aislados se seleccionaron un total de once cepas de Leuconostoc (tabla 
2.1), todas ellas identificadas como Leuconostoc citreum mediante amplificación parcial 
por PCR y secuenciación del gen ARNr 16S (Ward et al., 1998). 
Los microorganismos se crecieron de forma rutinaria en medio MRS (Scharlau, 
Barcelona, España) a 32º C en condiciones aeróbicas. 
Para su conservación se congelaron a –80º C alícuotas de cultivos de una noche en 
MRS conteniendo glicerol a una concentración final del 20%. 
 
II.2.2  CARACTERIZACIÓN METABÓLICA 
II.2.2.a  Fermentación de azúcares 
Para la determinación del perfil de fermentación de azúcares se utilizaron 
microplacas PhP-LB (PhenePlateTM system, Stockholm, Suecia). La fermentación de los 
azúcares se puso de manifiesto por el cambio de coloración del medio tras 48 h de 
incubación a 32º C. 
 
II.2.2.b  Cuantificación de ácidos orgánicos y azúcares 
Para la extracción de ácidos orgánicos y azúcares se siguió el método descrito por 
Bouzas et al. (1991). Alícuotas de 5 ml de LDR suplementada con glucosa (0.5%) y 
extracto de levadura (0.5%), se inocularon al 2% y se incubaron a 32º C durante 24 h. Se 
añadieron 25 ml de H2SO4 4.5 mM y se agitó la muestra 1 h a 37º C. A continuación se 
centrifugó a 6000 g durante 10 min a 15º C, y se filtró el sobrenadante en papel de filtro 
(Whatman). 
La determinación de ácidos orgánicos y azúcares se realizó mediante HPLC, 
utilizando una columna de intercambio iónico HPX-87H Aminex (300 x 7.8 mm) (Bio-
Rad) protegida con una precolumna Microguard H+ (Bio-Rad) y mantenida a 65º C. Se 
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trabajó en condiciones isocráticas a un flujo de 0.7 mL/min, utilizando como fase móvil 
una solución de H2SO4 3 mM y con un volumen de inyección de 50 µL. Se utilizaron dos 
detectores conectados en serie, controlados por el software Millenium 2010 (Waters 
Corporation, Milford, Ma., USA): un detector UV (Waters 996) para la determinación de 
ácidos orgánicos y un detector de índice de refracción (Waters 410) para la determinación 
de azúcares. La longitud de onda se fijó en 210 y 280 nm para el análisis de ácidos y a 410 
nm para azúcares. La cuantificación se llevó a cabo por el método del patrón externo con el 
empleo del software Millenium 2010 (Waters Corporation). 
 
II.2.2.c  Análisis de compuestos volátiles 
Muestras de 1 mL de cultivos crecidos en LDR como se describe en el apartado 
anterior, se mezclaron con 50 µL de una solución de patrones internos compuesta por 
acetato de propilo (13.28 µg/mL) y canfor (3.2 µg/mL). Los compuestos volátiles se 
analizaron utilizando un sistema de espacio de cabeza (Tekmar-Dohrmann 3100) 
conectado a un cromatógrafo de gases-espectrómetro de masas (Agilent 6890N - Agilent 
5973 Network). Los volátiles se atraparon en una trampa Supelco Vocarb 3100 (Sigma-
Aldrich, Bellefonte, Pa., USA) a 40º C y una presión de 4.5 psi. Las condiciones de trabajo 
fueron las siguientes: temperatura de línea, 200º C; flujo de He, 45 mL/min; temperatura 
de muestra, 50º C; tiempo de equilibrado, 10 min; tiempo de purga, 10 min; desorción, 2 
min a 250º C; split ratio, 50:1 y temperatura de inyección, 220º C. La separación se realizó 
en una columna HP-Innowax (60 m x 0.25 mm) con un espesor de film de 0.25 µm. La 
presión de He se fijó a 30 psi y el gradiente aplicado fue el siguiente: 10 min a 35º C, 1º 
C/min hasta 40º C, 7º C/min hasta 160º C, y 20º C/min hasta 210º C, manteniendo esta 
temperatura durante 6 min. La detección de masas se realizó en modo scan (22-300 
a.m.u.), a 2.66 scan/s, energía de ionización de 70 eV, y con unas temperaturas de fuente y 
de cuadrupolo de 230º C y 150º C, respectivamente. La identificación de los picos se 
realizó mediante comparación de los espectros, utilizando la base de datos Wiley 138, y 
utilizando patrones siempre que fue posible. 
 
II.2.2.d  Producción de dextrano  
Para estudiar la producción de dextrano, cultivos de una noche se sembraron sobre 
placas de medio Elliker (Scharlau) con agar al 2% y se incubaron a 32º C. La producción 
de dextrano se puso de manifiesto por la aparición de colonias mucosas transcurridas 48 h. 
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Como método para comparar la producción de dextrano por las distintas cepas se 
realizaron medidas del diámetro de las colonias mucosas. 
 
II.2.3  RESISTENCIA A DIFERENTES TIPOS DE ESTRÉS 
II.2.3.a  Resistencia a nisina 
Se determinó la concentración mínima inhibitoria de nisina (CMI) mediante el 
método de dilución crítica en placas microtiter. Volúmenes de 100 µL de medio MRS 
conteniendo diluciones seriadas de nisina fueron inoculados por triplicado al 1% con cada 
una de las cepas e incubados a 32º C durante 24 h. La CMI se definió como la 
concentración más baja que inhibió completamente el crecimiento del microorganismo 
indicador. 
 
II.2.3.b  Resistencia a NaCl 
Las cepas se inocularon por triplicado al 1% en medio MRS conteniendo 
concentraciones de 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 y 6.0% de NaCl y se incubaron durante 24 h a 32º C 
en placas microtiter. Transcurrido este tiempo se midió la densidad óptica a 595 nm en un 
lector de microplacas Benchmark Plus (Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ca, USA). Los 
resultados se expresaron como el porcentaje de absorbancia alcanzada por los cultivos con 
respecto a la mostrada por los cultivos control en ausencia de NaCl. 
 
II.2.3.c  Resistencia a acidez 
La determinación de la resistencia a la acidez se realizó como se indica en el 
apartado anterior, utilizando medio MRS previamente acidificado con ácido láctico a pH 
4.3, 4.6, 4.9, 5.2 y 5.5. Los resultados se expresaron utilizando como control un cultivo  
con medio sin acidificar (pH 6.83). 
 
II.2.3.d  Resistencia a la congelación 
Se cuantificó la viabilidad y actividad acidificante de las cepas tras distintos 
tiempos de congelación a -20º C. Las cepas se crecieron en MRS hasta una DO595 de 1, se 
centrifugaron y se resuspendieron en leche en polvo desnatada reconstituida (LDR) 
(Scharlau) al 10% (p/v) (1/10 del volumen inicial del cultivo) para su congelación, 
utilizando sacarosa al 6% (p/v) como crioprotector (Cárcoba y Rodríguez, 2000). 
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Para determinar la actividad acidificante, las cepas se descongelaron a temperatura 
ambiente durante 20 min y se inocularon al 2% en 10 mL de LDR precalentada a 32º C y 
suplementada con glucosa (0.5 %) y extracto de levadura (0.5 %). La incubación se llevó a 
cabo a 32º C durante 4 h. La diferencia entre los valores de pH de los cultivos, antes y 
después de la incubación, se definió como la tasa de recuperación en leche (TR). Este 
parámetro se expresó como TR = ∆pHS / ∆pHC, donde ∆pHS es la diferencia de pH 
mostrada por las muestras problema y ∆pHC es la variación de pH mostrada por las 
muestras control (sin congelar). 
La determinación de la viabilidad de las células se realizó por triplicado. Se 
prepararon diluciones decimales seriadas de las muestras en Ringer ¼ (Oxoid, Hampshire, 
Reino Unido) que se sembraron por triplicado en agar MRS y se incubaron a 32º C durante 
48 h, tras lo cual se determinó el número de unidades formadoras de colonia por mililitro 
(ufc/mL). El análisis estadístico de los resultados obtenidos se llevó a cabo con el 
programa estadístico SPSS-PC+ 4.0 (SPSS Inc., Chicago, Il., USA). Para analizar el efecto 
de la congelación sobre los recuentos microbianos se llevó a cabo un análisis de la varianza 
usando el tiempo de congelación como factor. 
 
II.2.4  TIPIFICACIÓN MOLECULAR 
II.2.4.a  Electroforesis en campo de pulso (PFGE) 
Para la extracción del ADN cromosómico y obtención de los bloques de agarosa se 
partió de cultivos de una noche crecidos en MRS con los que se inocularon 25 mL de MRS 
suplementado con DL-Treonina (concentración final 4%), y se incubaron hasta una DO600 
de 1. Posteriormente, las células se centrifugaron, se lavaron y se resuspendieron en 2.25 
ml de tampón NT (NaCl 1 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 7.6). Para preparar los bloques de 
agarosa, la suspensión celular se calentó a 45º C y se añadió un volumen igual de agarosa 
(SeaKem ME, FMC Bioproducts, Rockland, Me., USA) al 1.1% en tampón 0.5x TBE 
(Tris-base 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8.3). Los bloques se incubaron 
a 37º C durante 24 h en una solución de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 7.6, EDTA 10 mM, 
sacarosa 25%) con 2 mg/L de lisozima (USB, Cleveland, Oh., USA). A continuación se 
incubaron durante 48 h a 50º C en una solución de tampón NDS (Tris 10 mM, SDS 1%, 
EDTA 0.45 M) conteniendo 1 mg/mL de proteinasa K (USB). Por último, los bloques se 
incubaron durante 2 h en una solución de PMSF 1 mM en tampón TE (Tris-HCl 10 mM 
pH 8, EDTA 1 mM), se lavaron tres veces con TE y se almacenaron a 4º C en una solución 
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de EDTA 50 mM, pH 8. Se cortaron bloques de 2 x 10 mm aproximadamente y se 
mantuvieron en tampón TE durante 30 min. El ADN de los insertos se digirió con 25 U del 
enzima SmaI (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) durante 24 h en 100 µL del 
tampón de reacción y en las condiciones recomendadas por el fabricante. 
La electroforesis se realizó en un equipo CHEF DRII (Bio-Rad) en geles de agarosa 
para campo de pulso (SeaKem) al 1.1% en 0.5 x TBE. El tiempo de pulso inicial (2 s) se 
incrementó constantemente durante 24 h hasta 30 s. El voltaje fue de 5.3 V/cm y la 
temperatura se ajustó a 14º C. En cada gel se incluyó un marcador de pesos moleculares 
Lambda ladder (Bio-Rad). Los geles se tiñeron con bromuro de etidio  durante 20 min y se 
visualizaron en un transiluminador Gel Doc2000 (Bio-Rad). 
Para analizar los datos de los perfiles de bandas de macrorrestricción, se utilizó el 
programa Quantity One 4.4.0 (Bio-Rad). El análisis de clusters se realizó utilizando el 
algoritmo UPGMA (“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages”) (Priest 
y Austin, 1995). 
 
II.2.4.b  RAPD-PCR 
Para el análisis por RAPD (Ramdom Amplified Polymorphic DNA) se utilizó un 
único oligonucleotido de 10 pb con la secuencia 5’-GTTTCGCTCC-3’. Se resuspendió una 
colonia en 30 µL de agua y se calentó a 95º C durante 10 min. La amplificación se realizó 
en un volumen final de 25 µL con 22.5 µL de la suspensión celular y 2.5 µL de solución 10 
µM del oligonucleotido. La reacción se llevó a cabo en tubos de 0.2 mL Pure Taq Ready-
To-Go PCR Beads (Amersham). Las condiciones de la reacción tras un paso de 
desnaturalización a 95º C durante 5 min fueron las siguientes: 45 ciclos con un paso de 
desnaturalización (95º C durante 1 min), anillamiento (36º C durante 1 min) y extensión 
(72º C durante 2 min), seguidos de un paso final de extensión a 72º C durante 10 min. 
Los fragmentos generados se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa 
al 0.8% en tampón TBE. 
 
II.2.4.c  SDS-PAGE 
La extracción de proteínas y la electroforesis se realizaron según el método descrito 
por Sánchez et al. (2003). Cultivos en MRS en fase estacionaria (1 mL) se centrifugaron 
(13000 g, 15 min, 4º C) y lavaron con NaCl al 0.9% (p/v). Para la extracción se añadió 1 g 
de bolas de vidrio (diámetro de 2 mm y se agitó durante 4 min (30 s agitación / 30 s en 
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hielo). Se añadió 1 mL de tampón SDS (Tris-HCl 0.0625 M pH 6.8, SDS 2%, glicerol 
10%, mercaptoetanol 5%) y se calentó a 95º C durante 10 min. Tras enfriar en hielo se 
centrifugó (13000 g, 15 min, 4º C) y se congeló el sobrenadante a –20º C. 
La electroforesis se llevó a cabo en un aparato Protean II xi cell (Bio-Rad) 
utilizando geles de poliacrilamida (20 x 20 cm x 1 mm) consistentes en un gel de carga 
4%T/2.67%Cbis en tampón Tris-HCl 0.125 M pH 6.8, SDS 0.1%, y un gel de separación 
12.5%T/2.67%Cbis en tampón Tris-HCl 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1%. El tampón de 
electroforesis utilizado fue Tris-HCl 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM y SDS 0.1%. Se 
cargaron 30 µL de extracto y 8 µL de azul de bromofenol al 0.05% y la electroforesis se 
llevó a cabo a una corriente constante de 16 mA a través del gel de carga y de 30 mA a 
través del gel de separación, a una temperatura constante de 10º C. 
Los geles se fijaron mediante inmersión en una solución de tricloroacético al 12% 
(p/v) durante 1 h y posteriormente se tiñeron en agitación durante una noche con una 
solución acuosa de azul de Comassie al 0.25% (p/v), metanol al 50% (v/v) y acético al 10 
% (v/v). El exceso de tinción se eliminó con una solución de metanol 20% (v/v), acético 
5% (v/v) y glicerol 2.5% (v/v) en agua. 
Los geles se digitalizaron y el análisis de los perfiles de proteínas se realizó con el 
programa Quantity One 4.4.0 (Bio-Rad) utilizando el algoritmo UPGMA. 
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II.3  RESULTADOS Y DISCUSIÓN     
 
 
A continuación se exponen los resultados obtenidos en la caracterización de las 11 
cepas silvestres, identificadas como Leuconostoc citreum mediante amplificación parcial 
por PCR y secuenciación del gen ARNr 16S. 
 
II.3.1  CARACTERIZACIÓN METABÓLICA 
II.3.1.a  Fermentación de azúcares 
Con el objeto de conocer los perfiles de fermentación de las cepas se realizaron 
ensayos con diferentes sustratos. Los resultados se muestran en la tabla 2.1. 
Las cepas IPLA567, IPLA979 e IPLA1675 fueron las que mostraron un mayor 
número de azúcares fermentables. Estas tres cepas fermentaron galactosa y, junto con 
IPLA800 e IPLA803, lactosa, lo que sin duda es una característica relevante a la hora de 
seleccionar los candidatos para formar parte de cultivos iniciadores en productos lácteos. 
Todas las cepas, excepto IPLA595, metabolizaron arabinosa y, a excepción de 
IPLA979 e IPLA1675 que presentaron crecimiento tardío, todas fermentaron xilosa. Todas 
fueron capaces de fermentar los disacáridos maltosa, trealosa y sacarosa. 
Las diferencias observadas en el perfil de fermentación se atribuyen a la ausencia 
de permeasas específicas, necesarias para el transporte de estos sustratos, más que a un 
bloqueo en la ruta metabólica. 
 
II.3.1.b  Producción de ácidos en leche 
Con el fin de determinar la capacidad de producción de ácidos orgánicos, las cepas 
se incubaron en leche suplementada con glucosa y extracto de levadura. De este modo se 
aseguraba un crecimiento similar de todas las cepas, independientemente de su capacidad 
de fermentar o no la lactosa y su actividad proteolítica. Mediante el análisis por HPLC, se 
cuantificó la concentración de estos ácidos, prestando especial atención a los metabolitos 
más destacados de este grupo bacteriano como son el ácido láctico y el acético, así como al 
consumo de citrato. Este estudio se completó analizando el consumo de las fuentes de 
carbono disponibles (glucosa, lactosa y galactosa). 
Como era de esperar, el producto mayoritario fue el ácido láctico, como 
consecuencia de la actividad metabólica de las bacterias lácticas (tabla 2.2). Cinco cepas 
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(IPLA597, IPLA800, IPLA803, IPLA979 e IPLA1675) produjeron niveles de ácido láctico 
muy superiores al resto, con valores por encima de 680 mg/100 mL. Todas ellas fueron 
capaces de coagular la leche transcurridas 24 h. Estas cinco cepas fermentaron la lactosa 
(lac+) (ver tabla 2.1), lo que explica su mayor capacidad acidificante en leche.  
 
 
TABLA 2.1. Perfil de fermentación de carbohidratos de Leuconostoc. 
 
Cepa 
G
alactosa 
A
rabinosa 
X
ilosa 
Tagatosa 
R
am
nosa 
M
anosa 
Sorbosa 
Sacarosa 
Lactosa 
M
elibiosa 
M
altosa 
C
elobiosa 
Palatinosa 
T
realosa 
M
elecitosa 
M
anitol 
Sorbitol 
G
luconato 
Inosina 
A
m
igdalina 
Salicina 
IPLA 567 + + + - - + - + + + + - + + - - - + - - + 
IPLA 595 - - + - - + - + - - + - + + - - - +/- - +/- + 
IPLA 616 - + + - - + - + - - + - - + - - - +/- - - - 
IPLA 621 - + + - - +/- - + - - + - - + - - - +/- - - - 
IPLA 800 - + + - - + - + + - + - - + - - - +/- - - - 
IPLA 803 - + + - - + - + + - + - - + - - - +/- - - - 
IPLA 979 + + +/- - - + - + + + + - + + - - - + - - + 
IPLA 1675 + + +/- - - + - + + + + - + + - - - + - - + 
IPLA 1678 - + + - - - - + - - + - - + - - - +/- - - - 
IPLA 1687 - + + - - + - + - - + - - + - - - +/- - - - 
IPLA 1688 - + + - - + - + - - + - - + - - - +/- - - - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+: Crecimiento positivo; -: Crecimiento negativo; +/-: Crecimiento tardío 
 
 
En cuanto a la producción de ácido acético, las cepas IPLA567, IPLA800, IPLA979 
e IPLA1675, en las que se detectó una mayor cantidad de láctico, presentaron una 
concentración de acético algo menor que el resto, lo que indica un mayor desplazamiento 
de la ruta de degradación de piruvato hacia la formación de láctico por acción del enzima 
lactato deshidrogenasa, frente a una mayor actividad del enzima piruvato deshidrogenasa 
en el resto de las cepas (figura 2.1). Sin embargo, IPLA803, la otra cepa con alta capacidad 
acidificante, presentó una concentración de acético similar a las cepas con baja producción 
de láctico. 
En todos los casos, el consumo del citrato fue completo. Tampoco se detectó la 
presencia de ácido pirúvico en ninguna de las muestras (datos no mostrados). 
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No fue posible cuantificar la concentración de ácido fórmico por la existencia en 
los cromatogramas de picos anchos y distorsionados en el tiempo de elución de este ácido. 
En cuanto al consumo de azúcares (tabla 2.2), como era esperable, los niveles de 
lactosa sólo disminuyeron apreciablemente en el caso de las cepas lac+ (IPLA567, 
IPLA800, IPLA803, IPLA979 e IPLA1675). La concentración se redujo entre un 41% 
(IPLA803) y un 60% (IPLA567). 
Además, tres de estas cepas (IPLA567, IPLA979 e IPLA1675) mostraron 
diferencias en cuanto al consumo de glucosa. Al contrario de lo que ocurrió con en el resto 
de las cepas, que consumieron totalmente este azúcar, estas tres mostraron un consumo 
menor, observándose entre un 1 y un 1.7% de glucosa residual. Este fenómeno no se 
observó en IPLA800 e IPLA803, las otras dos cepas fermentadoras de lactosa, que sí 
consumieron totalmente la glucosa del medio. 
En cuanto a la galactosa, se observó un ligero descenso de la concentración en 
todas las cepas, excepto en las fermentadoras de lactosa. En estas cepas, los niveles de 
galactosa se incrementaron notablemente con respecto a la concentración inicial, 
especialmente en el caso de IPLA800 e IPLA803 (tabla 2.2). 
Estudios sobre el transporte de galactosa en Ln. lactis han puesto de manifiesto la 
existencia de transportadores de la familia LacS, presentes también en S. thermophilus y 
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Vaughan et al., 1996). Estos transportadores pueden 
introducir lactosa en la célula mediante un mecanismo de intercambio lactosa/galactosa 
(Foucaud y Poolman, 1992), aunque también permiten el paso de galactosa al interior 
mediante un mecanismo simporte galactosa/H+; no obstante, esta segunda reacción es de 
uno a dos órdenes de magnitud más lenta que el intercambio (Veenhoff y Poolman, 1999). 
La existencia de ese intercambio lactosa/galactosa explicaría la acumulación de galactosa 
en el medio por parte de las cinco cepas lac+, ya que ésta sería expulsada al exterior para 
proseguir con la captación de lactosa. Por otra parte, la menor concentración de galactosa 
observada en los cultivos de las cepas IPLA567, IPLA979 e IPLA1675 con relación a 
IPLA800 e IPLA803 se explicaría por la capacidad de las tres primeras de fermentar este 
azúcar (tabla 2.1), probablemente debido a una mayor actividad de LacS para introducir 
galactosa, o bien debido a la presencia de otras permeasas que no existirían o serían menos 
activas en el resto de las cepas. Esta segunda hipótesis se ve reforzada por el hecho de que 
las tres cepas fermentadoras de galactosa crecen también en presencia de melibiosa lo que 
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concuerda con observaciones realizadas en cepas de L. lactis en las que galactosa y 
melibiosa utilizan el mismo transportador (Boucher et al., 2002). 
La existencia de concentraciones residuales de glucosa en IPLA567, IPLA979 e 
IPLA1675 podría ser consecuencia de la ausencia de un mecanismo represor del 
metabolismo de la lactosa por acción de glucosa, o bien de una baja actividad de éste 
(Huang et al., 1995). 
 
II.3.1.c  Producción de volátiles 
La producción de aromas es uno de los papeles principales de los leuconostocs en 
cultivos mixtos. Por ello, las once cepas se crecieron por separado en leche suplementada 
con glucosa y extracto de levadura para determinar su capacidad de producción de 
volátiles. Los compuestos detectados incluyeron alcoholes (etanol, 1-propanol, 1-butanol), 
cetonas (2-propanona, 2-butanona) y aldehídos (acetaldehído) (tabla 2.3). Destacan los 
altos niveles de etanol, producto final de la ruta heterofermentativa, en comparación con el 
resto de volátiles. En función de la producción de 1-butanol, pueden distinguirse tres 
grupos diferentes, con unos niveles de producción medios de 1.28 ±0.18 mg/L (2 cepas), 
0.68 ±0.18 mg/L (4 cepas), y 0.414 ±0.071 mg/L (5 cepas), respectivamente. Asimismo, se 
detectaron trazas de 1-propanol en 6 cepas. En el caso de otros compuestos como las 
cetonas, se observaron diferencias menos evidentes. El valor medio para la 2-propanona en 
9 de las cepas fue de 0.339±0.08 mg/L, mientras que la 2-butanona únicamente fue 
detectada en dos cepas. 
En todas las cepas se detectó acetaldehído, con valores que oscilaron entre 0.18 y 
0.9 mg/L. De acuerdo con estudios anteriores (Walsh and Cogan, 1973), este compuesto 
altamente aromático puede ser producido y posteriormente reducido a etanol por cepas de 
Leuconostoc. En el caso de nuestras cepas, esta reducción no fue completa. 
En las condiciones en las que se realizó este ensayo no se detectó diacetilo en 
ninguna de las cepas, incluyendo cultivos tipo de Leuconostoc utilizados como control 
(datos no mostrados). La ausencia de este compuesto puede ser debida a su degradación 
por acción del enzima diacetil reductasa, cuya actividad es alta en especies de Leuconostoc 
aunque depende de la cepa (Walsh and Cogan, 1973; Rattray et al., 2000). Otras 
condiciones de fermentación, como son una mayor aireación, periodos de incubación más 
cortos, o un enfriamiento tras la incubación podrían favorecer la presencia de niveles más 
altos de diacetilo (Walsh and Cogan, 1973; Vedamuthu, 1994; Swindell et al., 1996). 
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TABLA 2.2. Concentración de azúcar residual y ácidos orgánicos en cultivos de Leuconostoc en leche 
suplementada con glucosa (0.5%, p/v) y extracto de levadura (0.5%, p/v) tras 24 h a 32º C. Los datos se 
expresan como la media ± desviación estándar; todos los ensayos se realizaron por triplicado. 
aLeche sin inocular 
 ND: no detectado 
 
 
TABLA 2.3. Principales compuestos volátiles producidos por cepas de Leuconostoc en leche suplementada 
con glucosa (0.5%, p/v) y extracto de levadura (0.5%, p/v) tras 24 h a 32º C. 
ND: no detectado 
 Azúcares (mg/100 mL) Ácidos orgánicos (mg/100 mL)
 Lactosa Glucosa Galactosa Láctico Acético 
Controla 5235.16 ± 17.49 425.04 ± 3.49 70.13 ± 4.49 ND ND 
IPLA567 2097.90 ± 9.39 173.61 ± 5.64 379.88 ± 8.82 692.10 ± 8.50 68.54 ± 0.45 
IPLA595 4978.90 ± 19.57 ND 32.45 ± 1.19 308.70 ± 2.20 92.88 ± 6.52 
IPLA616 4805.08 ± 116.86 ND 51.89 ± 1.58 317.47 ± 8.86 90.28 ± 5.70 
IPLA621 4933.75 ± 53.44 ND 42.29 ± 2.94 334.62 ± 3.74 100.14 ± 2.18 
IPLA800 2556.38 ± 31.75 ND 766.79 ± 9.74 699.22 ± 5.13 79.91 ± 0.78 
IPLA803 3040.29 ± 55.55 ND 677.65 ± 39.09 681.81 ± 33.33 90.81 ± 2.75 
IPLA979 2326.89 ± 22.22 100.21 ± 17.97 322.12 ± 22.54 725.32 ± 26.93 72.23 ± 3.48 
IPLA1675 2385.51 ± 74.52 149.49 ± 5.78 372.04 ± 4.17 775.43 ± 12.13 79.18 ± 1.15 
IPLA1678 4958.13 ± 25.67 ND 51.83 ± 2.54 333.62 ± 0.89 97.16 ± 1.80 
IPLA1687 4922.45 ± 4.38 ND 52.96 ± 0.62 322.89 ± 10.88 87.80 ± 10.82 
IPLA1688 4943.28 ± 35.61 ND 48.93 ± 2.30 331.47 ± 2.41 99.85 ± 0.48 
Compuestos volátiles (mg/L ) 
Cepa Acetaldehído 2-propanona 2-butanona Etanol Propanol Butanol 
IPLA567 0.38 0.35 ND 1931.78 ND 0.45 
IPLA595 0.18 0.19 ND 411.33 ND 0.63 
IPLA616 0.59 0.36 ND 795.71 0.06 0.56 
IPLA621 0.79 0.36 ND 1437.56 0.05 0.64 
IPLA800 0.90 0.34 ND 1404.70 ND 0.41 
IPLA803 0.65 0.43 ND 772.00 0.05 1.41 
IPLA979 0.30 0.33 ND 1602.77 0.06 0.42 
IPLA1675 0.22 0.19 ND 914.62 ND 0.30 
IPLA1678 0.41 0.38 0.45 679.46 0.06 1.15 
IPLA1687 0.52 0.42 0.37 661.67 ND 0.49 
IPLA1688 0.52 0.38 ND 629.07 0.09 0.89 
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II.3.1.d  Producción de dextrano 
La producción de dextrano se puso de manifiesto por la aparición de colonias 
mucosas al crecer en placas con medio que contenía sacarosa. Todas las cepas silvestres 
analizadas produjeron dextrano. Con el fin de comparar la producción se realizaron 
medidas del diámetro de las colonias tras 48 h de incubación a 32º C, y de acuerdo con 
esto, se clasificaron en tres grupos: altamente productoras, productoras intermedias y 
escasamente productoras. Los resultados se muestran en la tabla 2.4 y figura 2.2. 
Las cepas IPLA567, IPLA979 e IPLA1675 produjeron colonias mucosas pequeñas 
en comparación con las demás cepas. La mayor parte de las cepas se clasificaron como 
altamente productoras, mientras que IPLA595 e IPLA800 se clasificaron como productoras 
intermedias. 
Este ensayo constituyó una medida comparativa de la producción de dextrano por 
las diferentes cepas. Para un análisis más riguroso de la capacidad de producción de 
dextrano por cepas de Leuconostoc existen métodos más precisos, como el ensayo de la 
actividad dextransacarasa (Dols et al., 1998) que no hemos realizado en este trabajo, ya 
que la adición de sacarosa, precursor del dextrano, a la leche no es una práctica habitual en 
la elaboración de quesos, si bien cabe la posibilidad de utilizar cepas de Leuconostoc en la 
elaboración de leche fermentadas edulcoradas. 
 
 
TABLA 2.4. Producción de dextrano en cepas de Leuconostoc. 
Cepa Producción de dextrano
IPLA567 + 
IPLA595 ++ 
IPLA616 +++ 
IPLA621 +++ 
IPLA800 ++ 
IPLA803 +++ 
IPLA979 + 
IPLA1675 + 
IPLA1678 +++ 
IPLA1687 +++ 
IPLA1688 +++ 
 
+++: Diámetro >4 mm; ++: Diámetro 1,5 - 4 mm; +: Diámetro < 1,5 mm 
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FIGURA 2.2. Producción de dextrano en medio Elliker. A) IPLA979 (cepa poco productora); B) IPLA803 
(cepa altamente productora). 
 
 
II.3.2  CARACTERIZACIÓN FISIOLÓGICA 
II.3.2.a  Determinación de resistencias 
II.3.2.a.i  Resistencia a nisina 
Las bacteriocinas son buenos candidatos para ser utilizados como aditivos 
biológicos en la conservación de alimentos. El uso de bacterias lácticas 
bacteriocinogénicas como cultivos iniciadores ha sido muy efectivo en el control de la 
germinación de esporas en alimentos y del desarrollo de microorganismos patógenos 
(Harris et al., 1989; Lewis et al., 1991; Morgan et al., 2001). Además, la producción de 
bacteriocinas con actividad frente a otros géneros de bacterias lácticas puede ser una 
propiedad importante para un cultivo iniciador, ya que al establecerse una competencia de 
éste con la microbiota normal del alimento se puede conseguir un mayor control y 
uniformidad de los procesos de fermentación. 
Por otra parte, la inclusión en un cultivo mixto de una cepa con actividad 
bacteriocinogénica condiciona, en gran medida, la elección del resto de bacterias lácticas 
que van a formar parte de ese cultivo, ya que una cepa sensible no sería capaz de 
desempeñar correctamente su función. 
Por todo ello, y con la perspectiva de desarrollar fermentos mixtos en los que se 
incluyan cepas de lactococos productoras de nisina, se estudió la sensibilidad de las cepas 
de Leuconostoc a la misma, determinándose la concentración mínima inhibitoria (CMI) de 
nisina para cada una de ellas (tabla 2.5). Los valores de CMI observados se corresponden 
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con los datos encontrados en la literatura para Leuconostoc (Harris et al., 1992) e indican 
cierta variabilidad en la resistencia de las distintas cepas. Así, IPLA567, IPLA621, 
IPLA800, IPLA979, IPLA1675 e IPLA1688 presentaron la mayor resistencia, con una 
CMI de 5 µg/mL. El resto de las cepas presentaron valores más bajos que oscilaron entre 
0.62 y 2.5 µg/mL. 
Los niveles de producción de nisina en cepas silvestres de Lactococcus pueden 
variar entre 100 y 3000 UI/mL de sobrenadante de cultivo (De Vuyst y Vandamme, 1994), 
lo que equivale a unos 2.5-75 µg/mL, por lo que sería necesario tener en consideración los 
valores de resistencia observados en los leuconostocs a la hora de elegir el productor de 
nisina para cultivos mixtos. 
 
 
TABLA 2.5. Concentración mínima inhibitoria (CMI) de nisina para las distintas cepas de Leuconostoc. 
 
Cepa CMI (µg/mL) 
IPLA567 5.00 
IPLA595 2.50 
IPLA616 1.25 
IPLA621 5.00 
IPLA800 5.00 
IPLA803 2.50 
IPLA979 5.00 
IPLA1675 5.00 
IPLA1678 0.62 
IPLA1687 0.62 
IPLA1688 5.00 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.3.2.a.ii  Resistencia a NaCl 
El proceso de elaboración del queso incluye, en la mayoría de los casos, un salado 
de la cuajada previo a la etapa de maduración, bien por una inmersión en salmuera (18-
27%) o bien mediante un salado en seco de la superficie del queso. La concentración final 
de sal en el queso suele oscilar entre un 1.5–2.5%, aunque dependiendo del tipo puede 
variar (el queso Emmental puede llevar un 0.6% y otros como el Gorgonzola o el Pecorino 
alcanzan hasta un 5.5-7%) (Scott, 1986). 
La presencia de NaCl puede ejercer un efecto inhibidor sobre el crecimiento de las 
bacterias al producir cambios en la osmolaridad que pueden afectar a funciones esenciales 
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de la célula. Como respuesta a este estrés salino las bacterias utilizan mecanismos de 
protección que normalmente consisten en la acumulación de sustancias osmoprotectoras 
como la prolina, la glicina-betaína o el glutamato (Champomier-Vergès et al., 2002). Estos 
mecanismos de protección han sido ampliamente estudiados en especies como Lb. 
plantarum y L. lactis (Van de Guchte et al., 2002), pero no existen muchos estudios sobre 
su funcionamiento en Leuconostoc. 
Como un criterio más para determinar las aptitudes tecnológicas de las cepas, se 
consideró apropiado estudiar su resistencia a distintas concentraciones de sal.  
En la figura 2.3a se muestran los resultados obtenidos. A una concentración de 
NaCl del 4% ya se aprecia una disminución del crecimiento en todas las cepas. Dos cepas 
(IPLA595 e IPLA979) presentaron los niveles más elevados de resistencia, con una 
inhibición del crecimiento entre el 20-25% a esa concentración. Del resto de cepas, la 
mayor parte presentaron valores de tolerancia similares, excepto en el caso de IPLA1675, 
en la que el crecimiento se redujo en más de un 70% para esa concentración de sal. 
Concentraciones por encima del 4.5% originaron una reducción del crecimiento 
superior al 50% en todas las cepas excepto para las más osmotolerantes, IPLA595 e 
IPLA979. 
A excepción de IPLA 1675, estas cepas soportarían las concentraciones de sal que 
se encuentran normalmente en los quesos. 
 
II.3.2.a.iii  Resistencia a acidez 
Como consecuencia del propio metabolismo de las bacterias lácticas, las 
condiciones en las que éstas se encuentran durante el proceso de elaboración de un 
producto lácteo fermentado son de una elevada acidez, debido a la producción de ácidos, 
principalmente láctico. Durante el proceso de coagulación de la leche el pH desciende 
hasta 4.8-5.2. Posteriormente, estos valores aumentan progresivamente a lo largo de la 
maduración hasta un pH final que puede oscilar entre 5.3 y 7 dependiendo del tipo de 
queso (Scott, 1986). 
Cuando alcanzan su pKa, los ácidos pueden difundir pasivamente a través de la 
membrana celular y pasar al citoplasma disociándose en protones y aniones, para los que la 
membrana es impermeable. Esto origina una disminución del pH interno que afecta a la 
fuerza protón motriz utilizada para numerosos procesos de transporte transmembrana; 
además, también disminuye la actividad de enzimas sensibles y daña a proteínas y ADN. 
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Todo esto va a afectar a la propia supervivencia de las bacterias lácticas, a menos que éstas 
dispongan de los mecanismos que les permitan tolerar estas condiciones. Los sistemas 
utilizados por las BAL para contrarrestar el efecto de la acidez son variados y comprenden 
mecanismos como la expulsión de protones por la acción del enzima ATPasa, la 
producción de compuestos alcalinos a través de sistemas como la arginina deiminasa o la 
actividad ureasa, reacciones de decarboxilación de aminoácidos, modificaciones de la 
envoltura celular y sistemas de reparación de proteínas y ADN (Van de Guchte et al., 
2002). 
A la hora de seleccionar los componentes de un cultivo iniciador sería aconsejable, 
por tanto, tener en cuenta la capacidad de resistencia a la acidez de sus componentes, de tal 
forma que éstos sean capaces de tolerar las condiciones del medio donde van a llevar a 
cabo su función tecnológica. 
Para comprobar la resistencia a la acidez de las distintas cepas se determinó su 
crecimiento en medio de cultivo a diferentes pHs (fig. 2.3b). IPLA567 e IPLA595 
presentaron los crecimientos más altos a todos los pHs. En otras cepas (IPLA1678, 
IPLA1687, IPLA979, IPLA1688 o IPLA616) se obtuvieron valores ligeramente inferiores 
y similares entre sí. La mayor sensibilidad a la acidez correspondió a IPLA1675, cuyo 
crecimiento a pH 5.5 se redujo prácticamente a la mitad respecto al control, lo cual resulta 
curioso si tenemos en cuenta que IPLA1675 es una de las cepas con una mayor capacidad 
acidificante (tabla 2.2), y sería esperable que estuviese dotada de mecanismos eficaces para 
resistir su propia producción de ácido. 
La mayoría de las cepas presentó una disminución del crecimiento en torno al 50 % 
por debajo de pH 5.2. A pH inferiores a 4.6, el crecimiento fue prácticamente nulo en todos 
los casos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por McDonald et al. (1990), que 
sitúan el pH límite para el crecimiento de Ln. mesenteroides en 4.5, en medio de cultivo de 
características similares al MRS. 
 
II.3.2.a.iv  Resistencia a la congelación 
En la actualidad los cultivos iniciadores se comercializan en formato concentrado 
(congelado o liofilizado) de adición directa, lo cual permite reducir los costes de transporte 
y almacenamiento, además de reducir la manipulación de los cultivos en la planta de 
fabricación. No obstante, el empleo de este tipo de técnicas de conservación, especialmente 
en el caso de la congelación, origina un estrés celular que puede afectar a la actividad de 
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los cultivos y su capacidad de multiplicarse activamente en medios complejos como la 
leche. 
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FIGURA 2.3. Efecto del NaCl (a) y pH (b) sobre la capacidad de crecimiento de cepas de Leuconostoc. 
Los resultados se expresan como la relación (DO595 en MRS modificado / DO595 en MRS control) x 
100. Los valores son la media de tres cultivos independientes con una desviación estándar inferior al 
10%. 
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Para determinar cómo afecta el proceso de congelación a la viabilidad y actividad 
de las cepas silvestres, éstas se congelaron a -20º C, midiéndose la actividad acidificante y 
el número de viables tras diferentes períodos de congelación. 
La figura 2.4 representa la tasa de recuperación en leche (ver II.2.3.d) tras la 
congelación durante 20, 40 y 60 días. La actividad acidificante de todas las cepas se vio 
afectada en mayor o menor medida por el proceso, apreciándose una cierta disminución de 
esta capacidad a lo largo del tiempo. En el caso de IPLA800, el descenso en la actividad 
fue muy acusado ya en los primeros 20 días, en los que la actividad disminuyó casi un 
50%. IPLA1687 fue la cepa cuya capacidad acidificante se vio menos afectada por la 
congelación. Tan sólo a partir de los 60 días se pudo apreciar una disminución en su 
capacidad acidificante. El resto de las cepas pueden clasificarse en dos grupos. El primero 
está constituido por las cepas IPLA803, IPLA1678, IPLA616 e IPLA621 y presenta una 
tasa de recuperación a los 60 días en torno al 80 %, mientras que el segundo grupo, 
formado por el resto de cepas, presenta una tasa de recuperación media del 63%. 
Es de destacar el hecho de que la mayor disminución de la actividad acidificante se 
produjo, precisamente, en las cepas que inicialmente presentaron una mayor capacidad de 
acidificación en leche (ver tabla 2.2). Una posible explicación a este hecho es que debido 
precisamente a esa mayor capacidad de acidificación, las condiciones en las que se 
encuentran estas cepas tras su crecimiento en medio MRS antes de ser resuspendidas en 
leche y congeladas, son de una mayor acidez. Como consecuencia, estas células estarían 
sometidas a unas condiciones de estrés ácido más desfavorables que el resto de las cepas, 
lo que podría afectar a su capacidad para desarrollarse en un medio complejo como la 
leche tras la congelación. En este sentido, el mantenimiento de un pH controlado durante la 
producción de los cultivos, permitiría evitar este problema, además de aumentar su 
resistencia a la congelación e incrementar la producción celular (Mäyrä-Mäkkinen y 
Briget, 1998). 
La viabilidad tras la congelación se determinó en cuatro cepas: IPLA567, IPLA803, 
IPLA979 e IPLA1675. 
Los datos de viabilidad a los distintos tiempos de congelación se muestran en la 
figura 2.5. La congelación no afectó significativamente a la viabilidad de las cepas 
transcurridas ocho semanas. En el caso de IPLA1675 el análisis estadístico reveló una 
disminución significativa respecto al tiempo inicial a las 8 semanas, si bien la magnitud de 
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esta disminución (inferior a media unidad logarítmica), no sería demasiado elevada a la 
hora de evaluar la aptitud tecnológica de esta cepa. 
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La congelación afectaría, por tanto, a la capacidad acidificante de estas cepas, pero 
no originaría una reducción significativa en su viabilidad. Teniendo en cuenta que la 
función acidificante en cultivos mixtos no es desempeñada por Leuconostoc, sino por 
cepas de Lactococcus, esta pérdida de actividad no sería excesivamente importante. 
 
II.3.3  TIPIFICACIÓN MOLECULAR POR PFGE Y SDS-PAGE 
Con objeto de conocer el grado de biodiversidad de las cepas silvestres utilizadas 
en este estudio, se aplicaron dos técnicas de tipificación molecular: electroforesis en campo 
pulsado (PFGE) y perfil de proteínas solubles (SDS-PAGE). 
La técnica de análisis enzimático de macro-restricción por PFGE (Pulse Field Gel 
Electrophoresis) es una de las más reproducibles y discriminantes para la tipificación de 
bacterias al constituir una verdadera huella genética de las cepas. 
Para la determinación del patrón de restricción cromosómica de las cepas se utilizó 
el enzima SmaI, cuya secuencia de corte es 5’-CCC▼GGG-3’. Debido al bajo contenido en 
G+C de Leuconostoc (37-45%), los fragmentos de restricción generados son adecuados en 
número y tamaño. 
El análisis de clusters de los perfiles de restricción con el enzima SmaI mostró la 
variabilidad genética de las 11 cepas objeto de estudio (fig. 2.6). El grado de similitud 
osciló entre el 69 y el 100% dependiendo de las cepas, siendo en la mayoría de los casos 
superior al 80%. Se observaron 6 clusters o agrupaciones principales, considerando un 
valor arbitrario de similitud del 90%.  
Por su parte, el análisis de los perfiles de proteína soluble total por SDS-PAGE 
mostró tres clusters principales para ese mismo valor de similitud del 90% (fig. 2.7). Estos 
resultados indican que el SDS-PAGE es menos sensible que el análisis por PFGE para 
mostrar variabilidad entre las cepas de Leuconostoc. En cualquier caso, se obtuvieron 
agrupaciones similares con ambas técnicas, presentando IPLA595 la homología más baja 
con el resto de cepas. Dos cepas (IPLA621 y IPLA1675) presentaron diferencias en su 
agrupación dependiendo del método utilizado que no pudieron ser explicadas. 
El análisis de los fragmentos de restricción mediante PFGE de las cepas de 
Leuconostoc y, en menor medida, el análisis de su perfil proteico por SDS-PAGE, además 
de constituir herramientas eficaces para su tipificación, ponen de manifiesto la diversidad 
existente en la microbiota presente en productos fermentados naturales, como es el caso del 
queso Afuega’l Pitu, de donde proceden estos aislados. 
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II.3.4  RAPD-PCR 
Pese a ser una técnica fiable y eficaz para la tipificación, el análisis por PFGE 
plantea algunas desventajas a la hora de ser aplicado al trabajo en planta piloto para seguir 
la evolución de las cepas durante las fermentaciones. Esto es debido a que el PFGE es una 
técnica tediosa que requiere tiempos muy largos para el procesado de las muestras. Por 
ello, a la hora de realizar un seguimiento individual de las cepas en fermentaciones 
dirigidas por cultivos iniciadores mixtos, es necesario recurrir a otras técnicas. 
La técnica RAPD (Ramdom Amplified Polymorphic DNA) permite un análisis 
rápido y fiable para distinguir unas cepas de otras ya que se basa en la reacción de PCR y 
sus resultados pueden observarse a las pocas horas. Por ello, con vistas a un futuro 
seguimiento de las cepas en cultivos mixtos se optimizó la obtención del perfil genético 
característico de cuatro cepas. Tras ensayos previos utilizando diferentes oligonucleótidos 
y condiciones de reacción, se definieron los parámetros adecuados para identificar de una 
forma precisa cada una de ellas. 
Los perfiles de bandas de ADN obtenidos se muestran en la figura 2.8. Como puede 
observarse, la utilización de esta técnica con el oligonucleótido elegido permitió 
diferenciar claramente las cepas seleccionadas. Esta técnica, combinada con otros métodos 
de recuento selectivo tradicionales, como el crecimiento en presencia de vancomicina, será 
de gran utilidad en el futuro a la hora de realizar ensayos de fermentación con mezclas de 
cepas, ya que nos permitirá seguir la evolución de cada una de ellas por separado sin la 
necesidad de introducir marcadores adicionales como, por ejemplo, la resistencia a 
antibióticos que bloquearían el futuro uso de estas cepas como cultivos iniciadores. 
 
II.3.5  SELECCIÓN DE CEPAS DE INTERÉS 
De acuerdo con los resultados obtenidos, tanto en los aspectos referentes a 
resistencias como a la actividad metabólica de las cepas silvestres analizadas, hay algunas 
que reúnen características que, a priori, pueden resultar interesantes para ser utilizadas en 
un futuro como componentes de cultivos iniciadores mixtos. 
Las cepas IPLA567 e IPLA979 presentan un perfil de fermentación de 
carbohidratos óptimo por su capacidad de fermentar tanto lactosa como galactosa, dos 
carbohidratos presentes en la leche. 
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FIGURA 2.7. (a) Perfil de proteínas por SDS-PAGE de cepas de Leuconostoc citreum. 1: 
IPLA567. 2: IPLA595. 3: IPLA616. 4: IPLA621. 5: IPLA800. 6: IPLA803. 7: IPLA979. 8: 
IPLA1675. 9: IPLA1678. 10: IPLA1687. 11: IPLA1688. (b) Dendograma de similitud según los 
perfiles de proteínas obtenido por el método de agrupamiento UPGMA empleando el índice de 
Dice. Las líneas verticales representan el grado de similitud entre los grupos unidos por las 
mismas. 
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FIGURA 2.8. Perfiles electroforéticos de bandas de DNA obtenidos por medio de la técnica RAPD. 1: 
IPLA979. 2: IPLA567. 3: IPLA1675. 4: IPLA803. 
 
 
 
Esta capacidad de fermentación les confiere ventajas sobre el resto de las cepas a la 
hora de multiplicarse en leche, ya que tienen una mayor disponibilidad de fuente de 
carbono. Esto es importante porque para obtener el máximo beneficio del crecimiento 
asociativo de Leuconostoc y Lactococcus, los primeros deben de alcanzar un nivel de 
población alto antes de que el pH llegue a valores demasiado bajos (Vedamuthu, 1994). 
Además, estas cepas poseen una alta actividad acidificante lo cual, si bien no es la 
característica fundamental que se busca al incluir leuconostocs en un cultivo iniciador, sí 
contribuye a que el proceso de fermentación se lleve a cabo de una forma más rápida y 
eficaz. A esta relativamente alta capacidad de acidificación se une una elevada resistencia a 
nisina, que permitiría su combinación con cepas de L. lactis productoras de esta 
bacteriocina, así como a NaCl y pH ácido, en comparación con las demás cepas. La 
existencia de una correlación entre la resistencia a diferentes condiciones de estrés se ha 
puesto de manifiesto en diversos estudios en los que se ha evidenciado la activación de 
sistemas de respuesta a estrés térmico y salino, a etanol y a peróxido de hidrógeno durante 
la adaptación a la acidez (O’Sullivan y Condon, 1997), o el solapamiento de la respuesta al 
estrés salino y al tratamiento térmico (Champomier-Vergès et al., 2002). 
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En cuanto a su resistencia a la congelación, no se apreció una disminución de la 
viabilidad a lo largo del tiempo, aunque sí fueron dos de las cepas cuya actividad 
acidificante disminuyó de forma más acusada durante la congelación. Pese a ello, al no ser 
esta actividad acidificante un aspecto crucial en cultivos de Leuconostoc, se podría afirmar 
que estas dos cepas presentan, en principio, las características más adecuadas para formar 
parte de cultivos iniciadores mixtos. 
La cepa IPLA1675 presenta unas características similares a las dos anteriores en 
cuanto a su perfil de fermentación de carbohidratos y actividad acidificante. Sin embargo, 
hay varios aspectos que la hacen menos indicada para ser utilizada como parte integrante 
de un cultivo iniciador. Por una parte es, de las once cepas estudiadas, la que presentó una 
menor tolerancia tanto a NaCl como a acidez. También es la única de las cuatro cepas 
ensayadas en la que se apreció una ligera disminución de la viabilidad tras la congelación, 
lo que hace que su aptitud tecnológica sea menos adecuada que las anteriores. Además, 
esta cepa ha mostrado una gran variabilidad en su comportamiento, lo que parece 
responder a una inestabilidad plasmídica, ya que características como la capacidad de 
fermentar lactosa se pierden con relativa frecuencia. En concreto, pese a presentar un 
fenotipo lac+ en las pruebas de fermentación y de consumo de lactosa durante su 
crecimiento en leche, los análisis de actividad β-galactosidasa dieron una actividad 
prácticamente nula (datos no mostrados). Para comprobar este aspecto sería necesario 
realizar una caracterización del perfil plasmídico de esta cepa, lo cual no ha sido 
contemplado en este estudio. Es posible, por tanto, que nos encontremos con una población 
heterogénea en la que algunos individuos presentasen un fenotipo lac+ y otros lac-. En 
cualquier caso, y debido a la dificultad de conseguir resultados reproducibles con esta 
cepa, consideramos que no es una buena elección su inclusión en cultivo mixtos. 
Las otras dos cepas que por sus características metabólicas reúnen buenas 
condiciones para su utilización como cultivos iniciadores son IPLA800 e IPLA803, al ser 
también capaces de fermentar lactosa. Ambas poseen, al igual que las anteriores, una alta 
capacidad acidificante en leche. La resistencia a nisina es algo más baja en IPLA803 que 
en las anteriores (CMI de 2.5 µg/mL frente a los 5 µg/mL de IPLA567, IPLA979 e 
IPLA800). La resistencia a acidez de estas dos cepas es también menor que la de IPLA567 
e IPLA979, mientras que su resistencia a NaCl es equiparable a la de IPLA567. En el caso 
de IPLA803, al igual que sucedía con IPLA1675, se observó cierta variabilidad fenotípica, 
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especialmente en cuanto a su capacidad de fermentar lactosa, que podría estar asociada a la 
inestabilidad plasmídica indicada anteriormente. 
En cuanto al resto de cepas, su interés tecnológico podría considerarse inferior a 
priori, debido fundamentalmente a la dificultad que tienen para crecer en presencia 
únicamente de lactosa como fuente de carbono, lo que limita su capacidad de crecimiento 
en leche. 
En definitiva, este estudio ha puesto de manifiesto la biodiversidad existente en 
ecosistemas naturales, como es el caso de productos lácteos de elaboración artesanal, y que 
éstos constituyen una buena fuente para la obtención de cepas con aptitudes tecnológicas 
de interés en la industria agroalimentaria. 
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III.1  INTRODUCCIÓN         
 
 
III.1.1  CULTIVOS INICIADORES MIXTOS 
Los cultivos iniciadores mesófilos utilizados en la elaboración de una gran variedad 
de quesos se componen de cepas de L. lactis subsp. lactis y subsp. cremoris, responsables 
de la acidificación, y cepas fermentadoras de citrato, generalmente L. lactis subsp. lactis 
biovar. diacetylactis y/o especies del género Leuconostoc, responsables de la producción 
de aromas (Hemme y Foucaud-Scheunemann, 2004). En el caso de fermentos constituidos 
por cepas de Lactococcus y Leuconostoc se han descrito múltiples interacciones entre 
ambas especies a lo largo de la fermentación. Así, las cepas de Lactococcus, debido a su 
mayor actividad metabólica, parecen favorecer el crecimiento de Leuconostoc al liberar 
péptidos necesarios para su crecimiento. Además, la disminución del pH provocada por el 
crecimiento de lactococos es indispensable para que los leuconostocs fermenten el citrato, 
precursor de numerosos compuestos aromáticos (Vedamuthu, 1994; Boquien et al., 1988). 
Sin embargo, también se han descrito fenómenos de inhibición en el crecimiento de 
Leuconostoc debido a competencia con Lactococcus por sustancias nitrogenadas 
(Bellengier et al., 1997) o desequilibrios en el crecimiento de ambas especies relacionados 
con la temperatura de incubación (Vedamuthu, 1994). Asimismo, la inclusión de cepas 
productoras de bacteriocinas en un cultivo iniciador, cuya utilización puede resultar 
interesante desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, puede tener un efecto 
perjudicial sobre parte de sus componentes, cuya función es necesaria para la correcta 
elaboración del producto. 
El balance entre las distintas especies que componen el cultivo iniciador es un 
factor clave ya que, de otra forma, se pueden originar alteraciones que afecten a la calidad 
del producto final fermentado, así como a la reproducibilidad del proceso. Por ello, es 
necesario controlar a lo largo del tiempo todos los cambios en la estructura de la 
comunidad microbiana responsable de la fermentación que condiciona, por ejemplo, el 
grado de acidificación o la producción de aromas (Giraffa, 2004). Para este fin, es 
necesario disponer de las herramientas adecuadas que permitan evaluar la composición 
microbiológica del producto a lo largo del proceso de fermentación. 
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III.1.2  TÉCNICAS DE DETECCIÓN INDEPENDIENTES DE CULTIVO 
Durante décadas, el cultivo en medios diferenciales y/o selectivos ha sido la 
principal técnica utilizada para evaluar la diversidad y la evolución en el tiempo de las 
comunidades bacterianas en alimentos. Esta técnica es, en general, fiable; sin embargo, 
además de ser laboriosa y requerir tiempos largos para la visualización de las colonias, en 
algunos casos no proporciona una información real sobre la composición de las 
comunidades microbianas. La presencia de especies desconocidas (se estima que tan sólo 
un 1-10% de la población microbiana en ecosistemas como agua, suelo o sedimentos son 
revelados mediante crecimiento en placa) (Fleet, 1999), así como el efecto nocivo de la 
homogenización y dilución previas a la siembra sobre la viabilidad de las células, pueden 
conducir a una visión distorsionada de la composición microbiana real del producto. 
Además, bajo condiciones adversas tales como carencia de nutrientes, bajas temperaturas u 
otros tipos de estrés, condiciones habituales en los alimentos, algunos microorganismos 
pueden entrar en lo que se conoce como estado viable pero no cultivable. Estos organismos 
viables pero no cultivables (VNC) son metabólicamente activos, pero no forman colonias 
cuando se crecen en medios que normalmente permiten su crecimiento y, por ello, no 
pueden ser detectados por técnicas clásicas de cultivo. Este estado VNC no debe ser 
confundido con el daño subletal, en el que las células dañadas requieren un crecimiento 
previo en medio no selectivo para crecer y dar lugar a colonias. En el caso de células VNC, 
éstas son incapaces de crecer tanto en medio selectivo como no selectivo (fig. 3.1). 
El desarrollo a lo largo de los últimos años de técnicas independientes de cultivo, 
tales como DGGE/TGGE (Denaturing/Thermal Gradient Gel Electrophoresis), SSCP 
(Single Strand Conformation Polymorphism), FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), 
LH-PCR (Lenght Heterogeneity-PCR) o T-RFLP (Terminal-Restriction Fragment Length 
Polymorphism) ha contribuido a solucionar parte de estos problemas (Giraffa y Neviani, 
2001). Estas técnicas se basan en el análisis del ADN extraído de las células presentes en el 
sistema, de tal forma que es posible identificar, seguir la evolución a lo largo del tiempo, e 
incluso detectar la localización espacial dentro del producto, de los microorganismos, 
incluidos aquéllos que no pueden ser aislados mediante cultivo (Fleet, 1999). 
 
III.1.2.a  T-RFLP (Terminal-Restriction Fragment Length Polymorphism) 
Desarrollado inicialmente por Avaniss-Aghajani et al. (1996) para identificar 
micobacterias, el T-RFLP es una técnica que utiliza la variabilidad del ARNr 16S de 
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diferentes bacterias para obtener información acerca de la estructura de las comunidades 
microbianas (Osborn et al., 2000).  
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FIGURA 3.1. Fenómenos eco-fisiológicos relacionados con la capacidad de cultivabilidad de 
microorganismos en ecosistemas naturales (Modificación del esquema propuesto por Giraffa y Neviani, 
2001). 
 
 
Esta técnica se basa en la amplificación por PCR de regiones variables de los genes 
ARNr 16S, utilizando para ello oligonucleótidos marcados con fluorescencia. Tanto uno 
como los dos oligonucleótidos pueden ir marcados, y en el caso de que sean los dos, cada 
uno de ellos lleva un fluoróforo distinto. Los productos de PCR se digieren utilizando 
enzimas de restricción, que generan fragmentos de ADN de diferentes tamaños en función 
de la secuencia del gen. El producto digerido se mezcla entonces con un patrón de tamaños 
de ADN, también marcado, y los fragmentos se separan por electroforesis capilar en un 
secuenciador automático equipado con un detector láser que únicamente detecta los 
fragmentos marcados. Tras el análisis, se obtiene un electroferograma que muestra el perfil 
de la comunidad microbiana como una serie de picos, correspondientes a los diferentes 
fragmentos de restricción generados en función de las especies presentes (fig. 3.2). 
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Estos perfiles generados por T-RFLP se caracterizan por los picos detectados, 
determinados por el tamaño de los fragmentos de restricción terminales (T-RFs), y por el 
área de los mismos. Cada uno de los picos se corresponde con cada una de las especies 
presentes, siempre que la diferencia de secuencia entre los genes de las especies permita 
obtener distintos T-RFs, es decir, puede haber T-RFs de idéntico tamaño para varios 
microorganismos. 
Por otro lado, la altura (o área) de cada pico permite obtener una medida de la 
proporción relativa de cada uno de los componentes de la población, ya que la intensidad 
de la fluorescencia es proporcional a la cantidad de ADN en la muestra. No obstante, en 
este sentido se debe tener en cuenta que fenómenos de anillamiento preferencial durante la 
reacción de PCR o diferencias en la resistencia a la lisis pueden producir amplificaciones 
descompensadas, por lo que los resultados cuantitativos deben ser analizados con cautela 
(Suzuki y Giovannoni, 1996). 
 
Tamaño (pb) 
u.
f. 
FIGURA 3.2. Ejemplo de electroferograma que muestra el perfil de T-RFLP de ADN extraído de una 
muestra de sedimento arenoso. El tamaño de los fragmentos en pares de bases se muestra en el eje superior; 
la altura de los picos se expresa en unidades de fluorescencia. Los picos en rojo muestran el patrón de ADN 
interno, mientras que los T-RFs 5’ y 3’ se muestran en azul y verde, respectivamente (Extraído de Osborn et 
al., 2000). 
 
 
III.1.2.b  ARN como marcador de viabilidad 
Una de las desventajas de las técnicas que se basan en el análisis del ADN es que 
no permiten distinguir entre organismos vivos y muertos, ya que el ADN procedente de 
células lisadas puede persistir durante bastante tiempo en ambientes naturales (Bentsink et 
al., 2002). Por este motivo, los métodos basados en la amplificación por PCR del ADN no 
diferencian entren células viables, no viables (muertas) y células viables no cultivables, lo 
que limita su uso para llevar a cabo seguimientos de poblaciones dinámicas. Como 
mencionamos anteriormente, parte de una población microbiana puede hallarse en estado 
VNC, por lo que el uso de técnicas dependientes de cultivo llevaría a subestimar dicha 
población. Por el contrario, el uso de técnicas basadas en el análisis del ADN total 
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extraído, podría conducir a una sobreestimación de la fracción metabólicamente activa al 
contabilizar también células muertas. 
A diferencia de lo que ocurre con el ADN, el ARN puede ser un buen indicador de 
viabilidad, actividad metabólica o integridad celular, ya que es degradado rápidamente tras 
la muerte celular (Hahn et al., 1992). Por esta razón y gracias a la posibilidad de llevar a 
cabo reacciones de transcriptasa reversa (ARN→ADN), se está comenzando a utilizar 
ARN como punto de partida en las distintas técnicas independientes de cultivo 
mencionadas anteriormente (Van der Vliet et al., 1994; Bentsink et al., 2002).  
 
III.1.3  ANTECECENTES Y OBJETIVOS DEL TRABAJO 
La inclusión de bacterias lácticas productoras de bacteriocinas en fermentos mixtos 
para la elaboración de productos fermentados contribuye a aumentar la calidad higiénico-
sanitaria del producto, además de permitir un mayor control y uniformidad de los procesos 
de fermentación (Cleveland et al., 2001). Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos 
con un espectro de inhibición más o menos amplio. Por esta razón su producción puede 
afectar al correcto desarrollo del resto de cepas del fermento, dependiendo del grado de 
sensibilidad a la bacteriocina utilizada.  
Para poner de manifiesto las interacciones entre los componentes de un cultivo 
mixto, bacteriocinogénico o no, debemos contar con técnicas que permitan una correcta 
visualización de la composición microbiológica en cada uno de los momentos del proceso. 
Por ello, y teniendo en cuenta las limitaciones previamente comentadas, relativas tanto a 
los métodos tradicionales de cultivo como a las técnicas basadas en el análisis de ADN, 
nos propusimos los siguientes objetivos: 
 
1. Optimización de un método que permita combinar la retroamplificación de ARN 
mediante RT-PCR con el análisis por T-RFLP. De este modo, se pretende determinar la 
posibilidad de realizar una cuantificación relativa de las poblaciones metabólicamente 
activas presentes en un fermento mixto, compuesto por cepas de Lactococcus y 
Leuconostoc, a lo largo de una fermentación en leche. 
 
2. Estudio de las relaciones de sinergismo y antagonismo que tienen lugar durante el 
crecimiento conjunto de cepas de Lactococcus productoras o no productoras de nisina, 
y cepas de Leuconostoc con distintos niveles resistencia a esta bacteriocina. 
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III.2.  MATERIAL Y MÉTODOS        
 
 
III.2.1  MICROORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 
Para este estudio se utilizaron dos de las cepas caracterizadas de Leuconostoc 
citreum, IPLA621 e IPLA 1687, que presentan distinto nivel de tolerancia a nisina (CMI de 
5.00 y 0.62 µg/mL respectivamente) y dos cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, 
IPLA729 (productora de nisina Z) e IPLA947. Todas las cepas fueron aisladas de queso 
artesanal (Martínez et al., 1995; Cuesta et al, 1996). 
Los microorganismos se crecieron de forma rutinaria a 30º C en condiciones 
aeróbicas en medio MRS (Biokar) para leuconostocs y M17 (Scharlau) para lactococos. 
 
III.2.2  DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD BACTERIOCINOGÉNICA 
La producción de nisina por la cepa IPLA729 se determinó de manera 
semicuantitativa mediante el método de dilución crítica. Para ello añadieron 500 µL de 
HCl 0.02 N a 500 µL de cultivo y se centrifugó a 10000 g durante 5 min a 4º C. Se 
realizaron diluciones seriadas de los sobrenadantes obtenidos y se añadieron (20 µL) a 
pocillos realizados en placas de M17-agar con glucosa (0.5%) inoculadas con el 
microorganismo indicador L. lactis MG1614. Se definió una unidad arbitraria (UA) como 
el inverso de la dilución más alta que originaba un halo de inhibición perceptible tras 
incubar 24 h a 30º C. 
 
III.2.3  CULTIVOS INICIADORES MIXTOS 
Se prepararon cuatro cultivos mixtos en leche desnatada reconstituida (LDR) (10% 
p/v) (Oxoid, Milano, Italy): Cultivo A (IPLA 729 / IPLA 621), cultivo B (IPLA947 / IPLA 
621), cultivo C (IPLA 729 / IPLA 1687) y cultivo D (IPLA947 / IPLA1687). Cultivos de 
una noche en MRS o M17 se inocularon al 1% (v/v) en LDR, con un ratio 3:1, 
aproximadamente, de lactococos y leuconostocs. Los cultivos se incubaron a 30º C, 
tomándose muestras a las 0, 3, 6, 9 y 24 h. 
Se realizaron diluciones decimales en solución Ringer ¼ para el recuento selectivo 
de viables. Los leuconostocs se enumeraron en medio MRS-agar suplementado con 
vancomicina (30 mg/mL) y sacarosa (2%, p/v). Para lactococos se utilizó M17-agar 
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suplementado con cicloheximida (100 mg/L). Las placas se incubaron a 30º C durante 48 
h. 
III.2.4  EXTRACCIÓN DE ADN 
Se extrajo ADN de cultivos puros crecidos en MRS o M17 utilizando el método 
descrito por Giraffa et al. (2003): 200 µL de cultivo de una noche se centrifugaron, se 
lavaron con tampón TE (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM) y se resuspendieron en un 
volumen final de 245 µL de TE junto con 5 µL de lisozima (50 mg/mL; Sigma-Aldrich, 
Milan, Italia), y se incubaron a 56º C durante 45 min. A continuación, se añadieron a cada 
tubo 250 µL de tampón de lisis, conteniendo 196.2 µL de TE, 5 µL de ditiotreitol 1 M, 20 
µL de EDTA 0.25 M, 25 µL de SDS al 10% (p/v) y 3.8 µL de solución de proteinasa K (20 
mg/L). Tras incubar 1 h a 37º C, se añadieron 500 µL de una suspensión de bolas de vidrio 
chelex (Sigma-Aldrich) al 5% (p/v) en TE y se incubó 30 min a 56º C. Las muestras se 
agitaron en vórtex 10 s, se hirvieron durante 8 min y se centrifugaron a 7000 g durante 2 
min a 4º C. Los sobrenadantes con el ADN se congelaron a –20º C hasta su uso. 
 
III.2.5  EXTRACCIÓN DE ARN 
Muestras de 10 mL de cultivo en leche se trataron con 9 mL de EDTA (1% p/v, pH 
12) para dispersar las caseínas coaguladas y facilitar la separación de las células. Las 
muestras se centrifugaron a 8000 g durante 5 min y se lavaron dos veces en tampón TE. 
Las células se resuspendieron en 100 µL de tampón TES (Tris-HCl 50mM pH 8.0, EDTA 
10 mM, SDS 1%) con 20 mg/mL de lisozima y se incubaron a 37º C durante 30 min. La 
extracción de ARN se realizó con Trizol (Invitrogen, Milan, Italia) según las instrucciones 
del fabricante. Los precipitados se resuspendieron en 50 µL de agua tratada con dietil-
pirocarbonato (DEPC) y se digirió el ADN contaminante con 5 U de Amplification Grade 
DNAase I (Sigma Aldrich) durante 15 min, en las condiciones recomendadas por el 
fabricante. El enzima se inactivó mediante tratamiento a 70º C durante 10 min y las 
muestras se pasaron inmediatamente a hielo. La cantidad y pureza del ARN se comprobó 
mediante absorbancia a 260 y 280 nm (Sambrook et al. 1989). El ARN extraído se congeló 
a –80º C hasta su uso. 
 
III.2.6  SELECCIÓN DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS 
Para amplificar el dominio A de la región variable del ARNr 16S se utilizaron los 
oligonucleótidos 63F (marcado) (5’-[6FAM] CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’; 
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Marchesi et al., 1998) y 355R (5’-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’) (Suzuki et al., 
1998). 
 
III.2.7  RT-PCR 
Para llevar a cabo la reacción de RT-PCR se utilizó el kit Gene Amp EZ rTth RNA 
PCR (Applera, Monza, Italia). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 
µL, conteniendo 1x EZ buffer (Applera Italia), dNTPs (1.2 mM), Mn (OAc)2 (2.5 mM), 
oligonucleótidos (0.5 µM), 2.5 U de rTth ADN polimerasa (Applera) y 0.01 µg/µL de 
ARN. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Perkin Elmer 9700 (Applera) 
con las siguientes condiciones: 60º C durante 30 min para la reacción de la transcriptasa 
reversa, seguido de un paso inicial de desnaturalización a 94º C durante 1 min y un número 
variable de ciclos (10, 20, 30 ó 40) dependiendo del experimento. Cada ciclo comprendió 
un paso de 15 s a 94º C (desnaturalización), 30 s a 49º C (anillamiento) y 30 s a 72º C 
(extensión), y un paso final de 72º C durante 7 min. Para comprobar la ausencia de ADN 
contaminante en los extractos de ARN se realizaron PCRs control como se describe a 
continuación. 
 
III.2.8  PCR 
La amplificación del ADN extraído de cultivos puros, así como las reacciones de 
PCR control en los extractos de ARN, se llevaron a cabo en un volumen final de 20 µL, 
conteniendo 1x Gold buffer (Applera Italia), dNTPs (0.2 mM), MgCl2 (1.5 mM), 
oligonucleótidos (0.5 µM), 0.5 U de AmpliTaq Gold ADN Polimerasa (Applera Italia) y 1 
µL de extracto de ADN (o ARN para las reacciones de control). Las condiciones fueron 10 
min a 95º C seguido de 25 ciclos de 45 s a 95º C, 45 s a 49º C y 2 min a 72º C, y un paso 
final de 72º C durante 7 min. 
 
III.2.9  ANÁLISIS POR T-RFLP 
La reacción de restricción de los productos de PCR se llevó a cabo durante 1.5 h a 
37º C en volúmenes de 20 µL de mezcla de reacción utilizando 10 U del enzima DdeI 
(New England Biolabs, Beverly, Ma., USA) en el tampón recomendado por el fabricante. 
Las muestras digeridas (2 µL) se mezclaron con 12 µL de formamida deionizada y 1.5 µL 
del patrón de tamaños interno TAMRA marcado con GS500 (Applera Italia). El ADN se 
desnaturalizó a 90º C durante 2 min y los tubos se pasaron inmediatamente a hielo. 
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Volúmenes de 1.5 µL de las muestras se separaron mediante electroforesis capilar en un 
secuenciador ABI Prism 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) bajo condiciones no 
desnaturalizantes. Los perfiles de T-RFLP se analizaron utilizando el software Genescan 
(versión 3.1; Applied Biosystems). El tamaño, en pares de bases, de los fragmentos 
separados se estimó por referencia con los patrones internos. 
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III.3  RESULTADOS Y DISCUSIÓN       
 
 
III.3.1  OPTIMIZACIÓN DE T-RFLP ACOPLADO A RT-PCR 
El objetivo de este trabajo fue determinar la posibilidad de aplicar la 
retroamplificación de ARN mediante RT-PCR combinada con el análisis por T-RFLP, para 
realizar una cuantificación relativa de las poblaciones metabólicamente activas presentes 
en un cultivo mixto durante la elaboración de un producto lácteo fermentado. 
Como paso previo a la aplicación directa de esta técnica sobre cultivos en leche, fue 
necesario evaluar diferentes variables (oligonucleótidos y enzimas de restricción utilizados, 
condiciones de la RT-PCR, etc.), para comprobar la efectividad del método. A 
continuación se exponen los pasos seguidos en la optimización de la técnica. 
 
III.3.1.a  Aptitud de los oligonucleótidos y enzima de restricción 
Los ensayos para determinar la aptitud de los oligonucleótidos seleccionados y el 
tamaño de los productos de PCR obtenidos se llevaron a cabo utilizando como molde ADN 
extraído de cultivos puros. Con estos oligonucleótidos se amplificó un fragmento de 319±1 
pb para L. lactis subsp lactis coincidiendo con las observaciones de Lazzi et al. (2004), y 
otro de 318±1 pb para Ln. citreum, observados tras electroforesis capilar (datos no 
mostrados). 
Debido a que la diferencia de tamaño entre ambos fragmentos era demasiado 
pequeña para permitir la identificación inequívoca de ambas especies, se procedió a 
seleccionar un enzima de restricción que permitiera obtener fragmentos de restricción 
terminales (T-RFs) distintos para cada especie. Para seleccionar este enzima, se realizó un 
análisis de restricción in silico utilizando el programa Webcutter 2.0 
(http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html), una herramienta “on-line” para determinar 
los sitios de restricción en secuencias de nucleótidos. Las secuencias de los genes ARNr 
16S de L. lactis ssp. lactis y Ln. citreum (números de acceso GenBank AF111948 y 
AB118036 respectivamente) utilizadas para este análisis, se alinearon previamente con el 
software Sequence Navigator (versión 1.0.1, Applied Biosystems, Foster City, Ca., USA). 
De acuerdo con los resultados del análisis in silico, las dos especies presentan 
distintos perfiles de restricción utilizando el enzima DdeI (fig. 3.3a). Los datos 
experimentales confirmaron esta predicción, observándose tras la electroforesis un T-RF 
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particular para cada especie (259±1 pb para L. lactis, y 141±1 pb para Ln. citreum) (fig. 
3.3b). 
Estos resultados confirmaron la aptitud de los oligonucleótidos y el enzima de 
restricción seleccionados para identificar ambas especies. Estas condiciones se aplicaron 
para el análisis por T-RFLP del ARNr retroamplificado. 
 
141 287
259 287
3’5’
3’5’
(pb)
(a)
L. lactis ssp. lactis
Ln. citreum
259±1 pb
141±1 pb
L. lactis ssp. lactis
Ln. citreum
140 170 220 260 300100 3403190 (pb)
(b)
FIGURA 3.3. (a) Puntos de corte de DdeI en el producto de PCR amplificado con los oligonucleótidos 63F y 
355R según el análisis de restricción in silico para L. lactis subsp. lactis y Ln. citreum. (b) Electroferogramas 
mostrando los T-RFs obtenidos tras digestión con DdeI de los productos de PCR de ADN extraído de 
cultivos puros de L. lactis subsp. lactis y Ln. citreum. 
 
 
 
III.3.1.b  Extracción de ARN y RT-PCR  
Con el fin de comprobar la idoneidad del método de extracción y las condiciones de 
amplificación se procedió a extraer el ARN total de cultivos puros en leche, tras lo cual se 
realizó la RT-PCR. Inicialmente se utilizaron 40 ciclos como recomienda el fabricante. 
Mediante electroforesis en gel de agarosa, se observó una banda de 319 pb 
aproximadamente, en todas las muestras (fig. 3.4, gel superior), confirmando la 
amplificación del fragmento esperado a partir de ARN. La ausencia de bandas en las 
reacciones de control confirmó la ausencia de ADN contaminante (fig. 3.4, gel inferior). 
Se observaron algunas bandas débiles de mayor tamaño que parecían indicar la 
presencia de amplicones adicionales. Este hecho se confirmó cuando estos productos de 
RT-PCR se sometieron a electroforesis capilar. En la figura 3.5 se muestra el 
electroferograma del producto de amplificación de un cultivo puro de L. lactis en leche. 
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Además del fragmento esperado de 319±1 pb, se detectaron otros amplicones adicionales 
de 339±1, 359±1, 379±1 y 397±1 pb. 
 
 
FIG  3.5. Electroferograma mostrando los fragmentos de ADN amplificados por RT-PCR (40 ciclos) a 
artir de ARN total extraído de un cultivo puro en leche de L. lactis subsp. lactis IPLA947. 
stos productos de PCR adicionales podrían haber sido originados por 
anillam
1   2    3    4   5    6    7   8    9  10  11   12  13   
RT-PCR
PCR control
319pb
FIGURA 3.4. Gel superior: Productos de RT-PCR 
obtenidos tras la amplificación (40 ciclos) de ARN total 
extraído de cultivos en leche. Calles 2 a 7: cultivos puros 
(2, 3: IPLA947; 4, 5: IPLA621; 6, 7: IPLA 1687). Calles 8 
a 11: cultivos mixtos (8, 9: IPLA947 e IPLA621; 10, 11: 
IPLA947 e IPLA1687). Calle 12: PCR control. Calles 1 y 
13: marcador 1 kb plus DNA ladder (Life Technologies, 
Milan, Italia). Gel inferior: PCR control para confirmar 
ausencia de DNA contaminante. 
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E
ientos no específicos de los oligonucleótidos que darían lugar a la formación de 
artefactos, lo que ocurriría especialmente en el caso de L. lactis debido a la falta de 
homología en el extremo 3’ del sitio de unión del oligonucleótido 63F (fig. 3.6). Esta 
hipótesis estaría reforzada por el hecho de que el número de picos adicionales observados 
en el caso de L. lactis fue mayor que el observado en cultivos puros de Ln. citreum en los 
que sólo se detectaron dos picos secundarios de 337±1 y 356±1 pb, junto con el fragmento 
esperado de 318±1 pb (datos no mostrados). La heterogeneidad de secuencia del ARNr 
16S, es decir, la presencia de múltiples operones de ARNr con diferencias en sus 
secuencias que pueden recombinarse entre sí, ha sido descrita también como una causa de 
la aparición de productos de PCR no esperados (Wang y Wang, 1996), si bien esta 
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heterogeneidad no parece ocurrir en L. lactis subsp. lactis, ya que las seis copias de sus 
genes ARNr 16S son idénticas (Bolotin et al., 2001). 
 
 
 
 
 
L. la is subsp. lactis    ---35CGTGCCTAATACATGCAAGTT--------ACTCCTACGGGAGGCAGC353----- ct
Ln. citreum          --- CGTGCCTAATACATGCAAGTC--------ACTCCTACGGGAGGCTGC 5----- 16 33
Oligonucleótidos          -   --CAGGCCTAACACATGCAAGTC------- ACTCCTACGGGAGGCAGC 
     63F →     ←355R 
FIG  de L. 
lactis lactis Ln. citreum
l paso siguiente a la RT-PCR consistió en la digestión enzimática con DdeI de los 
produc
os detectados en 
la mue
URA 3.6. Secuencias de anillamiento de los oligonucleótidos 63F y 355R en el gen ARNr 16S
 subsp.  y . En rosa se muestran las bases en las que se diferencian. 
 
 
E
tos de RT-PCR, tras lo cual los fragmentos resultantes se separaron mediante 
electroforesis capilar. En la figura 3.7 se muestra el electroferograma del producto de 
amplificación digerido obtenido de un cultivo puro de L. lactis en leche. Varios picos 
secundarios (279±1, 287±1, 299±1 y 319±1 pb) fueron observados junto con el pico 
principal esperado de 259±1 pb. A excepción del pico de 287±1 pb, todos estos fragmentos 
proceden de la digestión enzimática con DdeI de los amplicones principal y secundarios 
descritos anteriormente. La digestión liberaría un fragmento terminal no marcado de 60 pb 
del extremo 3’ de cada uno de los amplicones (fig. 3.8), y los cuatro T-RFs marcados. El 
pico de 337±1 pb correspondiente al de 397±1 pb en la muestra no digerida no fue visible, 
probablemente porque la dilución de la muestra llevada a cabo durante el proceso de 
digestión disminuyó su concentración por debajo del límite de detección.  
El pico de 287±1 pb no se correspondió con ningún amplicón de l
stra no digerida. Su presencia estaría relacionada con la formación de artefactos que 
se conocen con el nombre de pseudo-T-RFs. Estos fragmentos se originan debido a la 
presencia de amplicones en los que parte del ADN se encuentra en forma de cadena 
sencilla. Consecuentemente, los sitios de corte no son reconocidos por el enzima de 
restricción, puesto que éste sólo es activo frente a ADN de cadena doble. Se ha postulado 
que el origen de los pseudo T-RFs se debe a la formación de estructuras secundarias en el 
templado durante la reacción de PCR. Esto provoca que la polimerasa se detenga en un 
punto de la cadena, dejando el resto en forma de cadena sencilla (Egert y Friedrich, 2003). 
En nuestro caso, el fragmento tiene el tamaño que se esperaría si el enzima no hubiese 
cortado en la posición 259 (fig. 3.3a). Es muy probable, por tanto, que esta región del 
amplicón se encontrase en forma de cadena sencilla. Este mismo efecto se observó en el 
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caso de cultivos puros de Ln. citreum (datos no mostrados). 
 
 
 
7. Electroferograma mostrando los fragmentos de ADN amplificados por RT-PCR (40 ciclos) y 
DdeI, a partir de ARN total extraído de un cultivo puro en leche de L. lactis subsp. lactis 
 
FIGURA 3.8. r de amplicones originados 
III.3.1.c  Optimización del número de ciclos 
 en la PCR está limitado por todas las 
desven
5’ 
319 pb 
 
 
 
 
 
 
 
259
319279
287
299
FIGURA 3.
digeridos con 
IPLA947. 
 
379 pb 
DdeI 
279
259 pb 
299 pb 
60 pb 
 pb 60 pb 
60 pb 
60   pb319
5’ 3’ 
5’ 
5’ 
5’ 
5’ 
5’ 
5’ 3’ 
5’  pb 
3’ 
3’ 
3’ 
3’ 
3’ 
3’ 
Digestión 
enzimática 
5’ 
 
397 3’  pb 
337
339
359 pb 
 pb 
3’  pb 60 pb 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Esquema de formación de T-RFs secundarios a parti
presumiblemente por anillamientos inespecíficos. En la PCR se amplifica el producto principal (319 pb) y 
algunos productos adicionales (339, 359, 379 y 397 pb). La digestión con DdeI libera de todos los 
amplicones un fragmento no marcado de 60 pb, y cinco T-RFs con un tamaño de 259 (amplicón principal 
digerido), 279, 299, 319 y 337 pb. 
 
 
Al ser el T-RFLP un método basado
tajas inherentes a esta técnica. Así, una baja homología entre los templados y 
oligonucleótidos consenso, la concentración inicial del templado, el número de ciclos de 
PCR, la temperatura de anillamiento o la elección de la polimerasa, pueden producir 
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cambios en los perfiles de T-RFLP. En nuestro caso, la sustitución de los oligonucleótidos 
por otros más específicos para las dos especies en estudio minimizaría la aparición de picos 
secundarios. Sin embargo, su uso limitaría la aplicación de esta técnica a cultivos muy 
definidos, impidiendo su utilización en ecosistemas más complejos, por lo que este aspecto 
no se consideró. De los demás factores, el número de ciclos de PCR se considera uno de 
los más críticos en la descompensación de la amplificación, aparición de productos 
inespecíficos, así como en la formación de artefactos tales como pseudo-T-RFs o quimeras, 
que aumentan exponencialmente al incrementar el número de ciclos (Hahn et al., 1992; 
Suzuki y Giovannoni, 1996; Wang y Wang, 1996; Suzuki et al., 1998; Egert y Friedrich, 
2003). Por ello, se estudió la influencia del número de ciclos en los perfiles de T-RFLP. La 
tabla 3.1 muestra los picos detectados y su área en un cultivo puro de L. lactis en leche, en 
función del número de ciclos de RT-PCR. El pico principal, es decir, el esperado, de 259±1 
pb fue el único observado cuando se utilizaron 10 ciclos, mientras que un aumento del 
número de ciclos condujo a la aparición de los picos adicionales descritos en el apartado 
anterior. Así, el pseudo-T-RF de 287±1 apareció cuando se utilizaron 20 o más ciclos, y los 
picos secundarios originados presuntamente por anillamientos inespecíficos aparecieron a 
partir de 30 ciclos. 
Aunque el uso de 10 ciclos mostró la menor interferencia por picos secundarios, el 
área re
l 
produc
ración por parte del detector en la 
cuantificación del ADN, causado por un exceso de producto de PCR. De estos datos 
lativamente pequeña del T-RF principal no hace aconsejable su uso, ya que una 
ligera disminución en la población del microorganismo podría llevar a una completa 
desaparición de la señal. Por ello, se hace necesario el uso de un mayor número de ciclos. 
Por otra parte, la figura 3.9 muestra el área de los picos correspondientes a
to de RT-PCR principal (319± 1 pb) amplificado a partir de ARN extraído de un 
cultivo puro de L. lactis en leche, y su correspondiente T-RF (259±1 pb) tras la digestión 
con DdeI del producto de PCR. Se comprobó que el área del pico correspondiente al ADN 
no digerido fue la misma cuando se utilizaron 20 y 30 ciclos, lo que implicaría que la 
cantidad de ADN en ambos casos es la misma, es decir, que no hubo diferencias en cuanto 
a la amplificación, independientemente del número de ciclos utilizado. Sin embargo, si 
observamos el área correspondiente al ADN digerido, cuya concentración es cuatro veces 
menor a la muestra no digerida como consecuencia de la dilución durante el proceso de 
digestión, se aprecia que la cantidad de ADN amplificado sí aumentó al pasar de 20 a 30 
ciclos. 
Estos datos sugieren un efecto de satu
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conclui
 análisis, puesto que permite minimizar la interferencia causada por la aparición 
de pico
rtir de ARNr 16S de L. lactis ssp. lactis IPLA 947 
 a T-RF p cipal. 
b inados presumiblemente por anillamientos inespecíficos. 
 
mos que un área de 120000 unidades de fluorescencia debía ser considerada como 
el límite de saturación del sistema, ya que considerar valores superiores conduciría a 
infravalorar la cantidad de ADN amplificado y, como consecuencia, el número de células 
presentes. 
Con estos datos, el uso de 20 ciclos se selecionó como la mejor opción para 
posteriores
s secundarios, con una sensibilidad aceptable, y al mismo tiempo evitar problemas 
de saturación por exceso de producto de PCR. 
 
TABLA 3.1. Fragmentos de restricción obtenidos a pa
utilizando diferente número de ciclos de RT-PCR. 
rin
 Fragmentos orig
c Pseudo T-RF. 
  ND: No detectado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Área del pico 
Tamaño del fragmento (pb±1) 10 ciclos 20 ciclos 30 ciclos 
259a 13162 108160 153987 
279b ND ND 10293 
287c ND 10290 16237 
299b ND ND 13241 
319b ND ND ND 
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III
reum IPLA621) 
tomada
TABLA 3.2. Reproducibilidad del T-RFLP  acoplado a RT-PCR. 
 
 
   
 
 
III.3.2 ONES METABÓLICAMENTE ACTIVAS 
VOS MIXTOS MEDIANTE T-RFLP ACOPLADO A RT-PCR 
Con objeto de determinar la capacidad de la técnica T-RFLP acoplada a RT-PCR 
una cepa de 
.3.1.d  Reproducibilidad del método 
Para determinar la reproducibilidad del análisis por T-RFLP/RT-PCR, de una 
estra del cultivo B (compuesto por las cepas L. lactis IPLA947 y Ln. citmu
 a las 9 h de fermentación, se realizaron tres análisis independientes (A1, A2, A3) 
llevándose a cabo la extracción de ARN, RT-PCR, digestión con DdeI y electroforesis por 
separado. La tabla 3.2 muestra el área de los picos de los T-RFs para Ln. citreum (141± 1 
pb) y L. lactis (259± 1 pb), además del pseudo-T-RF (287± 1 pb). El coeficiente de 
variación (CV) entre las tres muestras fue igual o menor al 7% en todos los casos. De la 
misma forma, la relación entre las áreas correspondientes al T-RF de cada una de las dos 
especies también mostró una baja variación (4.1%), indicando una buena reproducibilidad 
de la cuantificación relativa de las dos especies dentro de una misma muestra. 
 
 
 Área del pico  
Tamaño (pb) A1 A2 A3 CV (%) 
141 a 69728 78575 79337 7.0 
259 b 82200 86326 87067 3.1 
287c 13775 14967 14049 4.4 
 
 Relación área picos 259pb /141pb  
A1 A2 A3 CV (%)  
1.18 1.10 1.10 4.1 
 
 
SEGUIMIENTO DE POBLACI
 a T-RF d Ln. citreum. 
 b T-RF d  L. lactis subsp. lactis. 
 c Pseudo . 
    CV=coeficiente de v
e 
e
 T-RF
ariación 
 
EN CULTI
para estudiar la dinámica de poblaciones mixtas y las interacciones entre los componentes 
de fermentos mixtos, se realizaron cuatro cultivos en leche, cada uno de los cuales contenía 
L. lactis productora de nisina (IPLA729) o una cepa no productora (IPLA947) 
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y una cepa de Leuconostoc resistente (IPLA621) o sensible (IPLA1687) a esta 
bacteriocina: cultivo A (IPLA 729 / IPLA 621), cultivo B (IPLA947 / IPLA 621), cultivo C 
(IPLA 729 / IPLA 1687) y cultivo D (IPLA947 / IPLA1687). Se tomaron muestras a 
distintos tiempos y se sometieron, por una parte a un análisis clásico mediante siembra en 
placa, y por otra al análisis mediante T-RFLP acoplado a RT-PCR, con el fin de comparar 
ambos resultados. 
La figura 3.10 muestra la evolución de los cuatro cultivos mixtos durante la 
fermentación según los recuentos realizados en placa. En el caso de los cultivos A y B, la 
cepa de
 cultivos (A y C). Se apreció una disminución 
parcial
ara ello se midió el área del pico correspondiente al T-RF de cada una de las 
dos cep
 Ln. citreum IPLA621 mostró un comportamiento prácticamente idéntico frente al 
lactococo productor de nisina IPLA729 y al no productor IPLA947, con un máximo de 
crecimiento en torno a 4 x 108 ufc/mL. Este comportamiento similar frente a la cepa 
productora de nisina y a la no productora es esperable tratándose de una cepa con una alta 
resistencia a esta bacteriocina. En cuanto a la cepa con una mayor sensibilidad a nisina, Ln. 
citreum IPLA1687, la disminución en el número de células cultivables en presencia de 
IPLA729 (cultivo C) no parece deberse únicamente a la presencia de la bacteriocina, ya 
que la misma disminución se observó también en presencia del lactococo no productor 
IPLA947 (cultivo D). Es posible que un conjunto de factores como pueden ser el aumento 
de la acidez originado por el desarrollo de los lactococos, unido a otros tipos de estrés 
(carencia de nutrientes, competencia por factores de crecimiento, etc.) explique esta 
reducción del número de células cultivables. 
En cuanto a la evolución de los lactococos, es de destacar el comportamiento de la 
cepa productora de nisina IPLA729 en ambos
 del número de células cultivables entre las 6 y 9 h que, a partir de ese momento, se 
mantuvo constante. Es posible que este fenómeno se deba a la existencia de una población 
heterogénea de IPLA729. Así, habría un porcentaje de células en las que algún parámetro 
de resistencia, es posible que la propia resistencia a nisina, sería menor con respecto al 
resto de la población. En cualquier caso, el comportamiento de esta cepa, así como la 
producción de nisina que alcanza su máximo a las 9 h, no parecen verse afectados por la 
presencia de una u otra cepa de Leuconostoc, al igual que ocurre con el crecimiento de 
IPLA947. 
En paralelo al recuento en placa, se realizó un análisis mediante T-RFLP acoplado a 
RT-PCR. P
as presentes en el cultivo y se calculó la relación entre ambas, con el fin de realizar 
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una cuantificación relativa de las poblaciones metabólicamente activas. Los resultados se 
compararon con los obtenidos a partir de la siembra en placa (fig. 3.11). 
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 3.10. Evolución de los componentes de los fermentos mixtos en leche determinada mediante 
siembra en placa. 
 
 
 
El cultivo A mostró la mayor disparidad de resultados en términos absolutos entre 
ambas 
s de IPLA 947 e IPLA 621 
determ
iones observadas mediante ambas técnicas 
durante las primeras 9 h fueron, en general, muy similares. 
técnicas, si bien la tendencia de las proporciones de ambas especies fue la misma a 
lo largo de las primeras 9 h, manteniéndose prácticamente constantes durante las primeras 
6 h y aumentando la población de IPLA621 a partir de 9 h. 
En el caso del cultivo B, las proporciones media
inadas mediante T-RFLP y siembra durante las primeras 9 h de fermentación fueron 
prácticamente idénticas (75.3/24.7 y 75.1/24.9, respectivamente), si bien el análisis por T-
RFLP mostró ciertas oscilaciones en las proporciones de ambas cepas que parecen reflejar 
variaciones inherentes al método de análisis. 
En los cultivos C y D, las proporc
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Un fenómeno común en todos los ensayos es que la mayor discrepancia entre 
ambas técnicas se observó al final de la fermentación. En el caso de los cultivos C y D, la 
proporc
FLP frente a 
los obt
as en las que parte de 
los mic
ión de Ln. citreum IPLA1687 medida mediante T-RFLP a las 24 h, momento en el 
que se observa una importante disminución en el número de células cultivables de esta 
cepa (fig. 3.10), fue mayor que la observada mediante siembra (14.4% vs. 1.5% y 7% vs. 
0.7% para los cultivos C y D, respectivamente). Esta diferencia podría explicarse por la 
existencia de células VNC, que no podrían ser detectadas por siembra en placa, pero que sí 
lo serían mediante el análisis por T-RFLP, con lo que el porcentaje de población 
metabólicamente activa sería superior al calculado según técnicas de cultivo. 
Por el contrario, en los cultivos A y B, la proporción de Lactococcus observada a 
las 24 h es mayor cuando se analizan los resultados obtenidos mediante T-R
enidos por siembra. Esto parece indicar la presencia en ambos casos de células VNC 
de Lactococcus que no son detectadas mediante cultivo. En el caso del cultivo A, parte de 
esta población VNC podría corresponder a la fracción de IPLA729 que sufre una pérdida 
de cultivabilidad después de las 6 h (fig. 3.10) y que sin embargo seguiría siendo, en parte, 
metabólicamente activa. También en el cultivo B, la proporción de Lactococcus activos 
parece ser mayor que lo indicado por los datos del recuento en placa, según el análisis por 
T-RFLP. La posible presencia de células VNC de Lactococcus en los cultivos C y D 
quedaría enmascarada por la gran disminución de células cultivables de IPLA 1687, si bien 
la imposibilidad de realizar una cuantificación absoluta mediante esta técnica no permite 
aclarar completamente los fenómenos que se puedan estar produciendo. En cualquier caso, 
sí es posible determinar las proporciones relativas de ambas especies en cada momento del 
proceso y, por lo tanto, monitorizar el correcto balance poblacional. 
De acuerdo con estos resultados, el T-RFLP acoplado a RT-PCR es un método de 
análisis poblacional muy útil para monitorizar poblaciones microbian
roorganismos no puede ser detectados mediante técnicas clásicas de cultivo debido 
a una pérdida de cultivabilidad. Al mismo tiempo, el hecho de acoplar el análisis por T-
RFLP a una retroamplificación del ARN procedente de células vivas mediante RT-PCR, 
permite eliminar los errores que se cometen cuando se aplica esta técnica utilizando una 
PCR convencional, en la que la amplificación de ADN de células muertas conllevaría una 
sobreestimación de la población activa en un determinado momento del proceso de 
fermentación. 
 
 
64 
Capítulo III                                          Resultados y discusión 
 
 
 
 
 
 
0
20
40
60
80
100
Á
re
a 
pi
co
 T
-R
F 
(%
)
0 3 6 9 24
tiempo (h)
0
20
40
60
80
100
U
fc
/m
L 
(%
)
0 3 6 9 24
tiempo (h)IPLA621 IPLA729
0
20
40
60
80
100
Á
re
a 
pi
co
 T
-R
F 
(%
)
0 3 6 9 24
tiempo (h)
0
20
40
60
80
100
U
fc
/m
L 
(%
)
0 3 6 9 24
tiempo (h)
IPLA621 IPLA947
0
20
40
60
80
100
0 3 6 9 24
tiempo (h)
0
20
40
60
80
100
0 3 6 9 24
tiempo (h)IPLA1687 IPLA729
Á
re
a 
pi
co
 T
-R
F 
(%
)
U
fc
/m
L 
(%
)
0
20
40
60
80
100
0 3 6 9 24
tiempo (h) IPLA1687 IPLA947
0
20
40
60
80
100
U
fc
/m
L 
(%
)
0 3 6 9 24
tiempo (h)
Á
re
a 
pi
co
 T
-R
F 
(%
)
Cultivo A
(a)
Cultivo B
Cultivo C
Cultivo D
(b)
FIGURA 3.11. Evolución de cepas de L. lactis y Ln. citreum en cultivos iniciadores mixtos en leche. a) 
Semicuantificación de células viables (metabólicamente activas) estimada por T-RFLP acoplado a RT-
PCR. Los resultados se expresan como el porcentaje de área de pico de cada T-RF. Únicamente se 
consideraron los picos correspondientes a los T-RFs de 141± 1 pb (Ln. citreum) y 259± 1 pb (L. lactis). 
b) Semicuantificación de células cultivables estimada mediante recuento en placa. Los resultados se 
expresan como el porcentaje de ufc/mL para cada cepa. 
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Esta técnica puede ser de utilidad para controlar, de una forma mucho más ajustada 
a la rea
izados mediante T-
RFLP 
nado un modelo simple, compuesto de dos 
especie
lidad metabólica del sistema, el balance entre las distintas especies a lo largo de la 
fermentación. Más concretamente, existe la posibilidad de aplicar la técnica a un gen 
distinto al ARNr 16S, mediante retroamplificación de su ARNm. De esta forma, por 
ejemplo, podríamos ser capaces de determinar en cada momento la proporción de células 
de Leuconostoc que se encuentran actuando como productoras de aromas, a través de la 
cuantificación del ARNm de un gen implicado en la ruta de síntesis del diacetilo, como el 
de la acetolactato sintasa, o bien determinar la proporción de lactococos que se encuentran 
transcribiendo genes responsables de la producción de nisina. 
La mayoría de los estudios sobre poblaciones microbianas real
se basan en la caracterización cualitativa de distintos ecosistemas, pero muy pocos 
trabajos se han centrado en las posibilidades de esta técnica para realizar ensayos 
(semi)cuantitativos (Trotha et al., 2002; Lueders y Friedrich, 2003). Todos los autores 
coinciden en señalar las limitaciones del T-RFLP para llevar a cabo análisis cuantitativos, 
ya que está sujeto a todos los inconvenientes inherentes a la PCR. Estas dificultades se 
hacen más evidentes cuando se trabaja con ecosistemas complejos en los que existe una 
gran diversidad de microorganismos, ya que diferencias en aspectos tales como la 
resistencia a la lisis (y por lo tanto diferente grado de extracción de ácidos nucleicos), 
tamaño del genoma o contenido en G+C, pueden conducir a una amplificacion 
descompensada en la reacción de PCR (Hahn et al., 1992; Suzuki y Giovannoni, 1996; 
Sheridan et al., 1998; Suzuki et al., 1998). 
Para este trabajo, hemos seleccio
s relativamente similares, con lo que los factores implicados en la descompensación 
de la amplificación originada por fenómenos de anillamiento preferencial están 
minimizados en comparación con ecosistemas más complejos. Sin embargo, y a pesar de la 
simplicidad de este modelo, se observaron productos no esperados de acuerdo con los 
ensayos de restricción in silico, mediante la aparición de picos adicionales como 
consecuencia de anillamientos inespecíficos y de la formación de pseudo T-RFs. Estos 
picos se observaron incluso cuando se analizaron cultivos puros compuestos por una única 
cepa. Estos datos son un indicador del riesgo de sobreestimar el número de especies 
presentes en un ecosistema cuando se trabaja con muestras complejas de composición 
desconocida, ya que muchos de estos picos podrían ser erróneamente asignados a 
microorganismos que en realidad no están presentes en la muestra. 
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En nuestro caso, sin embargo, debido a que la composición de los cultivos está 
perfectamente definida, es posible distinguir entre T-RFs “reales” (los que verdaderamente 
identifican a la especie) y T-RFs “falsos” (originados por anillamiento inespecífico o 
pseudo-T-RFs), lo que unido a la buena reproducibilidad del método, habilita el uso del T-
RFLP para este tipo de seguimientos. 
Así, aceptando las limitaciones del T-RFLP para realizar análisis cuantitativos de 
poblaciones microbianas complejas, este trabajo demuestra que puede constituir una buena 
alternativa a los métodos clásicos de cultivo para estudiar la dinámica de poblaciones de 
ecosistemas relativamente simples, como es el caso de cultivos iniciadores mixtos. 
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IV.1  INTRODUCCIÓN          
 
 
La adición de polímeros de origen vegetal, animal y microbiano es una práctica 
habitual en la elaboración de alimentos. Estos polímeros son moléculas de cadena larga y 
alto peso molecular que se disuelven o dispersan en agua modificando la textura del 
producto gracias a sus propiedades espesantes y gelificantes. También se utilizan como 
emulsionantes y estabilizantes, como controladores de la cristalización, para inhibir la 
sinéresis, para la encapsulación y para la formación de biofilms. 
La mayoría de los biopolímeros utilizados en alimentación son polisacáridos 
procedentes de plantas (almidón, pectina, gomas) o algas (carragenanos, alginatos) y 
proteínas animales (caseinatos, gelatina). Estos polímeros están, en su mayoría, 
modificados químicamente para aumentar sus propiedades reológicas. En la Unión 
Europea su uso está restringido a determinados productos alimenticios y su adición debe ir 
indicada en el etiquetado con un número E (De Vuyst et al., 2001). 
También se utilizan polisacáridos extracelulares de origen microbiano como el 
xantano, producido por el fitopatógeno Xanthomonas campestris, y el gelano, producido 
por el también fitopatógeno Sphingomonas elodea. En ambos casos se trata de 
microorganismos no GRAS (De Vuyst y Degeest, 1999). 
En el caso concreto de productos lácteos como el yogur o las leches fermentadas 
existe una gran demanda de productos suaves y cremosos, lo que generalmente se consigue 
incrementando el contenido de grasa, azúcares, proteínas o estabilizantes (Welman y 
Maddox, 2003). Sin embargo, los consumidores demandan también productos con un bajo 
contenido en grasa y azúcar, así como niveles bajos de aditivos, por lo que la industria 
busca fórmulas alternativas que permitan obtener productos de estas características. Una de 
ellas ha sido recurrir a la utilización de exopolisacáridos (EPSs) producidos por 
microorganismos de grado alimentario, como las bacterias lácticas, implicados en la 
elaboración de estos productos.  
El uso controlado de EPSs procedentes de BAL como aditivos naturales o bien de 
cultivos iniciadores funcionales, es decir, productores de EPS in situ, permite obtener 
productos seguros y naturales con propiedades reológicas y texturas mejoradas, y una 
estabilidad y capacidad de retención de agua mayores. Debido a que el uso de BAL es 
históricamente seguro, la producción in situ de nuevos EPSs funcionales implica que no es 
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necesaria la realización de ensayos toxicológicos, con lo que los productos pueden llegar al 
mercado más rápidamente. 
 
IV.1.1  EPSs PRODUCIDOS POR BAL 
Muchas especies de bacterias del ácido láctico, propionibacterias y bifidobacterias 
son capaces de producir EPSs en grandes cantidades (Cerning, 1990; Cerning, 1995; 
Abbad-Andaloussi et al., 1995). La mayoría de las bacterias lácticas productoras de EPSs 
estudiadas han sido aisladas de productos lácteos, tales como yogures (Ariga et al., 1992, 
Ricciardi et al., 2002), queso (Kojic et al., 1992, Staaf et al., 1996) leches fermentadas 
(Gamar et al., 1997) o kéfir (Micheli et al., 1999). También se han aislado cepas 
productoras de EPSs de vegetales (Tieking et al., 2003) y productos cárnicos fermentados 
(van den Berg et al., 1993), productos en los que la producción de EPSs puede no ser 
deseable. 
De acuerdo con su localización podemos distinguir dos tipos de exopolisacáridos: 
polisacáridos capsulares (CPS) y polisacáridos extracelulares o exopolisacáridos 
propiamente dichos (EPS) (Cerning, 1995). 
El primer grupo lo constituyen polímeros localizados en la superficie celular 
formando una capa adherente, a menudo unida de forma covalente, y cuya presencia se 
manifiesta por la formación de colonias de aspecto mucoso o “slime”.  
El segundo grupo está formado por polisacáridos con una unión a la célula muy 
débil o inexistente. En este caso, su presencia se relaciona con la aparición de colonias 
adherentes que forman hilos al ser tocadas con un palillo, lo que se conoce como fenotipo 
“ropy” (Laws y Marshall, 2001). 
En adelante utilizaremos el término exopolisacárido (EPS) para referirnos a 
cualquier tipo de polisacárido, capsular o extracelular, producido por BAL, 
independientemente de su localización. 
Dependiendo de su composición, los EPSs pueden dividirse en dos clases: homo y 
heteropolísacáridos. 
 
IV.1.1.a  Homopolisacáridos 
Son polímeros compuestos por repeticiones de unidades de glucosa (glucanos) o 
fructosa (fructanos). Los homopolisacáridos se sintetizan extracelularmente por la acción 
de glicansacarasas que utilizan sacarosa como donador de fructosa o glucosa. Estos 
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enzimas utilizan la energía del enlace de la sacarosa para catalizar la transferencia del 
monosacárido a la cadena del EPS (fig. 4.1a) 
Además de sintetizar polímeros de alto peso molecular, estos enzimas también 
pueden catalizar la producción de oligosacáridos de bajo peso molecular cuando, junto con 
la sacarosa, en el medio están presentes aceptores como la maltosa (fig. 4.1b). Mediante 
este mecanismo se originan glucooligosacáridos (GOS) o fructooligosacáridos (FOS), que 
tienen interés como prebióticos al servir de sustrato para la microbiota beneficiosa 
intestinal (Monsan et al., 2001). 
 
 
Glucano + Fructosa  
Fructansacarasa 
Glicansacarasa Sacarosa (a) 
 
Fructano + Glucosa 
 
 Glucooligosacárido + Fructosa 
 
 
Fructansacarasa 
Glicansacarasa Sacarosa + Aceptor  (b) 
Fructooligosacárido + Glucosa 
 
FIGURA 4.1. a) Mecanismo de formación de homopolisacáridos en BAL. b) Formación de oligosacáridos 
en presencia de una molécula aceptora (Monsan et al., 2001). 
 
 
Dentro de los fructanos se distinguen dos tipos de homopolisacáridos: levanos y 
tipo inulina, que presentan enlaces β(2→6) y β(2→1), respectivamente. Estos últimos 
tienen gran interés por sus potenciales propiedades prebióticas en humanos y animales. 
Streptococcus mutans, Ln. mesenteoides y Lb. reuteri son algunas de las especies 
productoras de fructanos. 
Por su parte, los glucanos se dividen en tres grupos de acuerdo con el tipo de 
enlaces que presentan: dextranos con enlaces α(1→6) y ramificaciones α(1→2), α(1→3) y 
α(1→4), mutanos con enlaces α(1→3), y alternanos con enlaces alternados α(1→3) y 
α(1→6). De todos ellos el más estudiado es el dextrano, producido principalmente por 
especies de Leuconostoc. Dentro de este grupo se deben incluir también los β-D-glucanos, 
compuestos por moléculas de glucosa con enlaces β(1→3) y ramificaciones β(1→2), y 
producidos por especies de Pediococcus y Streptococcus. 
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IV.1.1.b  Heteropolisacáridos 
Son polímeros constituidos por diferentes monosacáridos, siendo glucosa, galactosa 
y ramnosa los más comunes. También se ha descrito la presencia en menor cantidad de 
residuos de N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, manosa, fucosa, xilosa, arabinosa, 
ácido glucurónico o grupos fosfato y acetilo (Cerning, 1995, De Vuyst y Degeest, 1999; 
Knoshaug et al., 2000; Duboc y Mollet, 2001).  
Los heteropolisacáridos se sintetizan intracelularmente a partir de precursores 
azúcar-nucleótido y posteriormente son excretados al exterior celular mediante un 
transportador isoprenoide-fosfato (“lipid carrier”) (fig. 4.2). Los genes que codifican los 
enzimas biosintéticos suelen estar localizados en plásmidos en el caso de especies 
mesófilas (lo que explica su carácter inestable en determinados casos), o en el cromosoma 
en el caso de especies termófilas. En la figura 4.3 se muestran algunas de las rutas 
metabólicas implicadas en la síntesis de EPSs. 
En cuanto a su estructura, mediante técnicas de resonancia magnética nuclear 
(RMN) se han descrito más de 25 diferentes, en función de sus azúcares y tipo de enlaces, 
correspondientes a especies de los géneros Lactococcus, Lactobacillus y Streptococcus.  
 
 FIGURA 4.2. Modelo de biosíntesis de EPS en Lactococcus lactis NIZO B40 (Welman y Maddox, 2003).
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FIGURA 4.3. Rutas metabólicas de fermentación de azúcares y síntesis de EPSs en BAL. Los números indican 
los enzimas implicados : 1, fosfo-β-galactosidasa; 2, β-galactosidasa; 3, glucoquinasa; 4, fosfoglucomutasa; 5, 
UDP-glucosa pirofosforilasa; 6, UDP-galactosa-4-epimerase; 7, dTDP-glucosa pirofosforilasa; 8, deshidratasa; 
9, epimerasa reductasa; 10, fosfoglucosa isomerasa; 11, 6-fosfofructoquinasa; 12, fructosa-1,6-difosfatasa; 13, 
fructosa-1,6-difosfato aldolasa; 14, galactosa 6-fosfato isomerasa; 15, tagatosa 6-fosfato quinasa; 16, tagatosa-
1,6-difosfato aldolasa; 17, 1-fosfofructoquinasa; 18, manitol 1-fosfato-5-deshidrogenasa. 
 
 
 
IV.1.2  APLICACIONES DE EPSs PRODUCIDOS POR BAL 
Los EPSs producidos por BAL han encontrado su mejor aplicación en la mejora de 
la reología, textura y sensación bucal o “mouthfeel” de productos lácteos fermentados 
como el yogur, leches fermentadas o queso.  
Aunque los EPSs carecen de sabor por sí mismos, aumentan el tiempo que el 
producto permanece en la boca, incrementando la sensación de gusto (Duboc y Mollet, 
2001), lo cual es especialmente interesante en productos desnatados con el fin de simular la 
textura y sabor originales. 
Además de sus posibles aplicaciones tecnológicas, se han descrito múltiples 
propiedades beneficiosas para la salud relacionadas con los EPSs, como el favorecimiento 
de la colonización del tracto gastrointestinal por microorganismos probióticos, efectos 
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antitumorales o actividad inmunoestimulatoria y reductora de los niveles de colesterol (De 
Vuyst y Degeest, 1999). 
En los siguientes apartados se presentan algunas de las aplicaciones tecnológicas de 
EPSs producidos por BAL en la industria alimentaria. 
 
IV.1.2.a  Yogur 
El yogur es el producto resultante de la fermentación de la leche por cepas de S. 
thermophilus y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y consiste en una red de micelas de 
caseína que se unen entre sí, dando lugar a una estructura de tipo gel en la que existen 
espacios intersticiales en los que se encuentra la fase líquida (yogur tipo “set”). Este 
producto también se comercializa en forma de yogur batido, presentando ambos una 
reología completamente diferente. 
El mantenimiento de la estructura puede ser un problema en la elaboración 
industrial de yogur, ya que el uso de instrumentos mecánicos puede producir daños en la 
estructura del coágulo (Laws y Marshall, 2001). Estos problemas pueden minimizarse con 
la presencia de estabilizantes, cuya función es retener agua y reducir el flujo de ésta en el 
interior de la matriz (Duboc y Mollet, 2001). Sin embargo, la adición de estabilizantes al 
yogur no está permitida por la legislación (RD 179/2003) por lo que la utilización de 
cultivos productores de EPSs puede constituir una alternativa para la elaboración de 
yogures con una textura más estable. 
El uso de cepas productoras de EPSs para la elaboración de yogur se ha convertido 
en una práctica común, especialmente en países como Francia y Holanda. Ejemplos de 
cepas comerciales que utilizan productores de EPS para mejorar la textura son algunas de 
las series Yo-Flex® (Christian-Hansen) o Yo-Mix™ (Danisco) empleadas para la 
elaboración de yogur batido. 
Los EPSs interaccionan con las proteínas de la leche y pueden aumentar su nivel de 
hidratación, al tiempo que ejercen un efecto espesante incrementando la viscosidad del 
suero (Duboc y Mollet, 2001). En cualquier caso, el efecto de los EPSs sobre la textura del 
yogur depende en gran medida de las características del polisacárido. Así, cepas “ropy” 
incrementan la viscosidad del yogur, pero no parecen incrementar la firmeza o la 
elasticidad del gel (Rawson y Marshall, 1997). Otros estudios indican que cepas capsulares 
no “ropy” (CPS) de S. thermophilus retienen menos agua en el yogur que cepas “ropy”, 
aunque en ambos casos esta capacidad es superior a la de yogures elaborados con cepas no 
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productoras de EPSs (Hassan et al., 1996). El efecto de los EPS es especialmente evidente 
en el caso del yogur batido, al que confieren un aumento de adhesividad, a la vez que se 
reduce la sinéresis y la formación de gránulos. 
 
IV.1.2.b  Queso 
Al igual que ocurre con el resto de productos lácteos fermentados, existe un gran 
interés en el desarrollo de quesos con un bajo contenido en grasa (por ejemplo, 
mozzarella). Sin embargo, la calidad de este producto se ve disminuida al reducir el 
contenido graso, presentando defectos que afectan a la textura (Bhaskaracharya y Shah, 
2000). Estos problemas pueden evitarse incrementando el contenido en humedad del queso 
(Rodríguez, 1998), por lo que la utilización de cepas productoras de EPSs puede contribuir 
a mejorar la textura, gracias a su capacidad de retención de agua. 
La utilización de cepas de S. thermophilus y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 
productoras de EPS para la elaboración de este tipo de quesos permite la obtención de 
productos con un contenido de humedad superior al habitual, así como una mejora en 
ciertas características organolépticas como la dureza, cohesividad, adhesividad y capacidad 
de fusión (Perry et al., 1998; Bhaskaracharya y Shah, 2000). 
 
IV.1.2.c  Leches fermentadas 
La incorporación de cepas productoras de EPS en cultivos utilizados para la 
elaboración de leches fermentadas no es una práctica reciente. Ya en la segunda mitad del 
siglo pasado se había asociado la presencia de material mucoso o capsular a las 
propiedades viscoelásticas de leches fermentadas como el “långfil” (Suecia) o el “viili” 
(Finlandia) (Sundman, 1953; Macura y Townsley, 1984). Este tipo de bebidas, 
denominadas genéricamente leches fermentadas escandinavas, se caracterizan por su 
textura viscosa y se producen mediante la fermentación de la leche con cepas productoras 
de EPS (principalmente L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis y L. lactis biovar. 
diacetylactis y especies de Leuconostoc), aunque también pueden encontrarse cepas no 
productoras (Duboc y Mollet, 2001). 
El kéfir es una leche fermentada carbonatada y ligeramente alcohólica que se 
consume en el este de Europa. Contiene cerca de un 1% de ácido láctico y un 0.1-1% de 
etanol procedente de la fermentación por levaduras. La leche se inocula con granos de kéfir 
que contiene BAL homo y heterofermentativas, levaduras y bacterias del ácido acético. Las 
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células se recubren de kefirano, un polisacárido mucoso compuesto de glucosa y galactosa 
en partes iguales (Micheli et al., 1999). El kefirano es el “pegamento” que une los granos y 
confiere al producto su textura mucosa característica. 
 
IV.1.3  OTRAS APLICACIONES DE EPSs 
IV.1.3.a  Protección frente a fagos 
Una de los principales problemas de la industria láctea son los fallos en la 
fermentación originados por fagos líticos que infectan a los cultivos iniciadores (Moineau, 
1999). Algunos autores han relacionado la producción de EPSs con una mayor resistencia 
frente a la infección, posiblemente debido a que el EPS enmascara los receptores 
responsables de la adsorción fágica (Forde y Fitzgerald, 1999; Looijesteijn et al., 2001). 
Por ello, se ha propuesto la utilización de cepas productoras de EPSs como un mecanismo 
para reducir la infección fágica en fermentaciones lácteas. De todas formas, algunas cepas 
productoras de EPSs son infectadas, por lo que su papel en este proceso no está aún muy 
claro. 
Otros autores proponen que el propio aumento de la viscosidad de la leche como 
consecuencia de la presencia de EPSs puede contribuir a disminuir ligeramente la 
extensión de la infección (Broadbent et al., 2003). En cualquier caso, los fabricantes no 
deben confiar exclusivamente en la producción de EPSs como método de protección de los 
cultivos frente a fagos. 
 
IV.1.3.b  EPSs y salud 
Aparte de sus aplicaciones en el campo tecnológico, determinados EPSs producidos 
por BAL han mostrado ciertos efectos fisiológicos beneficiosos para el consumidor. 
Se cree que la mayor viscosidad de los productos que contienen EPS incrementa el 
tiempo de residencia de la leche fermentada no digerida en el tracto gastrointestinal, lo que 
favorece la colonización por bacterias probióticas (German et al., 1999).  
Algunos EPS podrían actuar como prebióticos al servir como sustrato fermentable 
de microorganismos beneficiosos de la microbiota intestinal. Su degradación puede dar 
lugar a ácidos grasos de cadena corta (SCFAs), lo que crea un ambiente más ácido, que 
antagoniza la colonización por microorganismos patógenos. Además, el butirato y 
propionato producidos podrían ser efectivos en la inhibición del desarrollo de tumores, ya 
que estimulan la apoptosis de células cancerosas in vitro (Van de Wiele et al., 2004). Por 
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otra parte, aquellos EPSs que no son degradados por la microbiota intestinal pueden 
conferir protección frente al cáncer colono-rectal al incrementar la evacuación intestinal y 
actuar como adsorbentes de sustancias cancerígenas (Ruijssenaars et al., 2000). 
Otras características beneficiosas de los EPSs descritas en la literatura son un efecto 
reductor de los niveles de colesterol (Nakajima et al., 1992), la actividad 
inmunomoduladora observada en cepas productoras de EPSs de Lb. rhamnosus y B. 
adolescentis (Hosono et al., 1997; Chabot et al., 2001) o la producción por S. macedonicus 
Sc136 de un EPS con una secuencia de trisacáridos idéntica a la observada en ciertos 
oligosacáridos presentes en leche materna y con una potencial aplicación en nutrición 
infantil (Vincent et al., 2001). 
 
IV.1.4  CINÉTICA DE PRODUCCIÓN DE EPSs POR BAL 
Un aspecto relevante para la utilización de los EPSs producidos por BAL en la 
industria alimentaria es la optimización de su producción con vistas a su obtención y 
posterior utilización como aditivos, así como para asegurar una producción in situ 
apropiada. 
Los bajos niveles de producción de EPS en BAL en comparación con polisacáridos 
producidos por otros microorganismos, como es el caso del xantano o el gelano, así como 
la inestabilidad del fenotipo mucoide observada en gran número de especies mesófilas de 
BAL, son un problema reconocido y la razón por la que hasta ahora, los EPSs de BAL 
únicamente se producen in situ en productos como el yogur o leches fermentadas 
(Bergmaier et al., 2005).  
Alternativamente, la incorporación de un agente funcional externo producido por 
las propias BAL sería interesante por cuanto permitiría una estandarización de los 
productos. En este sentido, Briczinski y Roberts (2002) utilizaron suero lácteo hidrolizado 
como medio de cultivo para crecer una cepa EPS+ de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, 
obteniendo un concentrado de proteínas de suero que contenía un 6% de EPS. Esta sería 
una forma de obtener un producto con valor añadido de potencial aplicación tecnológica, a 
partir de un subproducto de la fabricación del queso como es el suero. Por su parte, Pucci y 
Kunka (1990) obtuvieron leche en polvo con dextrano a partir de cultivos de Leuconostoc 
en leche suplementada con sacarosa. Este producto tiene aplicación como espesante y 
texturizante en leches fermentadas y zumos de frutas, y como estabilizante en helados. 
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La utilización de BAL para producir EPSs como bio-ingredientes funcionales debe 
estar, sin embargo, forzosamente ligada al rendimiento del proceso, debido a que estos 
nuevos bio-ingredientes funcionales deberían competir con los polisacáridos de otros 
orígenes tradicionalmente utilizados, como el xantano. Por ello, es necesario determinar las 
condiciones óptimas de fermentación que permitan la máxima producción con el menor 
coste. 
La producción de EPSs por BAL está muy influenciada por la composición del 
medio (fuentes de carbono y nitrógeno, factores de crecimiento, etc.) y las condiciones de 
crecimiento (temperatura, pH, oxígeno o tiempo de incubación). El uso de unas 
determinadas condiciones afecta a la velocidad de crecimiento celular, lo que en función 
del tipo de microorganismo influye en la producción de EPSs. Así, mientras que los 
heteropolisacáridos producidos por especies mesófilas parecen sintetizarse en mayor 
cantidad bajo condiciones de crecimiento subóptimas, por ejemplo a bajas temperaturas, la 
producción de EPSs por parte de bacterias termófilas es máxima en condiciones óptimas de 
crecimiento (Degeest et al., 2001). 
Los niveles de producción de heteropolisacáridos oscilan generalmente entre 0.025 
y 0.600 g/L en dependiendo de la cepa (Ruas-Madiedo, 2002a), si bien en algunos casos se 
pueden alcanzar valores superiores a 2 g/L aplicando técnicas de cultivo en continuo e 
inmovilización celular, o utilizando medios de cultivo suplementados con aminoácidos 
(Macedo et al., 2002; Bergmaier et al., 2005). Estos niveles son, sin embargo, muy 
inferiores a los observados para la producción de homopolisacáridos como los glucanos 
(9.8 g/L) o fructanos (7.3 g/L) (Van Geel-Schutten et al., 1999).  
 
IV.1.5  ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DEL TRABAJO 
Teniendo en cuenta las posibilidades tecnológicas y fisiológicas que presentan los 
exopolisacáridos nos propusimos aislar nuevas cepas productoras de EPSs que puedan ser 
incluidas en cultivos iniciadores mixtos con nuevas propiedades funcionales y 
tecnológicas. 
Como material de partida, tras analizar 250 cepas de lactobacilos aisladas de 
fermentaciones naturales, se seleccionó la cepa Lb. pentosus LPS26, procedente de 
fermentaciones naturales de aceituna.  
Los objetivos de este estudio fueron los siguientes: 
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1. Caracterización del EPS producido por LPS26: aislamiento, cuantificación, 
determinación de su composición química y análisis estructural. 
2. Optimización de la producción en biorreactor, en cultivo discontinuo y 
continuo. 
3. Aplicación de LPS26 como cultivo adjunto en leches fermentadas. 
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IV.2  MATERIAL Y MÉTODOS        
 
 
 IV.2.1  MICROORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO 
Las cepas de Lactobacillus pertenecen a la colección de bacterias lácticas del 
Instituto de Productos Lácteos de Asturias (IPLA) y del Instituto de la Grasa de Sevilla 
(IGS). Todas ellas han sido aisladas de fermentaciones naturales. 
La cepa Lb. pentosus LPS26 procede de aislamientos de fermentaciones de aceituna 
de mesa (Ruiz-Barba, 1991). Esta cepa fue inicialmente clasificada como Lb. plantarum y 
se encuentra depositada como tal en la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT 5359), 
si bien análisis moleculares posteriores utilizando oligonucleótidos específicos la han 
reclasificado como Lb. pentosus (Ruiz-Barba y Jiménez-Díaz, comunicación personal). 
Los medios sólidos utilizados para la identificación de cepas EPS+ fueron MRS-
agar (Scharlau) y agar-leche (LDR 10%, Scharlau) suplementados con glucosa (5%) y 
sacarosa (5%). 
El crecimiento de las cepas se realizó de forma rutinaria en medio MRS a 32º C, en 
condiciones aeróbicas. Para su conservación, se congelaron a –80º C alícuotas de un 
cultivo de una noche en MRS conteniendo glicerol a una concentración final del 20%. 
Los ensayos de producción de EPS se realizaron en el medio semidefinido (SDM) 
descrito por Kimmel y Roberts (1998) con ligeras modificaciones (tabla 4.1). Este medio 
se suplementó con las fuentes de carbono y concentraciones indicadas en cada caso. 
 
TABLA 4.1. Composición del medio SDM 
 Compuesto Concentración (g/L) 
Tween 80a 1 
Citrato amónicoa 2 
Acetato sódicob 5 
MgSO4 · 7H20c 0.1 
MnSO4a 0.05 
K2HPO4d 2 
Yeast Nitrogen Basee 5 
Triptonaf 10 
aPanreac, Barcelona, España;  bSigma, Madrid, España; cProbus, Badalona, 
España; dMerck, Darmstadt, Alemania; eDifco Laboratories, Sparks, Md, 
USA; fBiokar, Beauvais, Francia. 
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IV.2.2  MEDIDA DEL CRECIMIENTO MICROBIANO 
Para la determinación del número de células viables, las muestras de los cultivos se 
diluyeron en solución Ringer ¼ (Oxoid) y se sembraron por triplicado y en profundidad en 
medio MRS-agar, tras lo cual se incubaron a 32º C durante 48 h. 
 
 IV.2.3  TRATAMIENTO QUÍMICO DE SUPERFICIES CELULARES 
Para confirmar la naturaleza polisacarídica del polímero se realizó un tratamiento 
químico según el método descrito por Forde y Fitzgerald (1999) con ligeras 
modificaciones. Alícuotas de 10 mL de cultivo de una noche en MRS se centrifugaron a 
6000 g durante 10 min, se lavaron con solución Ringer ¼ y se resuspendieron en 5 mL de 
cada una de las soluciones siguientes: SDS (1%, p/v), NaOH (0.05 M) y Proteinasa K (1.5 
mg/mL). Las muestras se incubaron durante 30 min a 45º C, 20º C y 50º C, 
respectivamente, para cada una de las soluciones. Por último, se centrifugó a 6000 g 
durante 10 min y se observó la pérdida o no de mucosidad del precipitado celular. 
 
IV.2.4  EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE EPSs 
El método utilizado para extraer EPS es una adaptación del descrito por Tallon et 
al. (2003). Para liberar el EPS unido a la pared celular, muestras de 10 mL de los cultivos 
se sometieron a sonicación a 30 W con pulsos de 1 s durante 5 min, utilizando un 
sonicador Vibra Cell CV17 (Sonics & Materials Inc., Danbury, Co, USA) equipado con 
una sonda de 3 mm. Posteriormente, los cultivos se trataron con ácido tricloroacético 
(TCA) (concentración final 10%, v/v) durante 30 min, en agitación, y se eliminaron las 
proteínas y células mediante centrifugación a 10000 g durante 10 min. El EPS del 
sobrenadante se precipitó mediante la adición de 2 volúmenes de etanol seguida de 
incubación a 4º C durante una noche. Después de centrifugar a 10000 g durante 10 min, el 
pellet conteniendo el EPS se resuspendió en agua destilada (1/10 del volumen inicial del 
cultivo) y se dializó utilizando membranas de diálisis con un tamaño de poro de 12000-
16000 Da (Sigma) frente a 5 L de agua destilada a 4º C durante 48 h, con cuatro cambios 
de agua. Las muestras con el EPS purificado se congelaron a –20º C para su cuantificación, 
o se liofilizaron para su análisis estructural. 
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IV.2.5  CUANTIFICACIÓN DE EPSs 
Se utilizaron dos métodos para determinar la concentración de EPS: colorimétrico y 
mediante cromatografía de exclusión molecular. Para la cuantificación colorimétrica se 
empleó el método del fenol-sulfúrico (Dubois et al., 1956). Para ello, se añadieron a 300 
µL de solución de EPS, 21 µL de fenol (Merck) y 750 µL de ácido sulfúrico (Panreac) y se 
agitó en vórtex durante 5 s, tras lo cual se incubó 15 min a 100º C. Para calcular la 
concentración de EPS se midió la absorbancia a 490 nm frente a una recta de calibrado con 
glucosa, descontando la absorbancia originada por el medio de cultivo sin inocular 
purificado del mismo modo que los cultivos. 
En el análisis por HPLC se utilizó una columna de exclusión molecular TSK-Gel 
G5000 PWXL (Tosoh Corporation, Tokio, Japón) y una pre-columna TSK-Gel (Tosoh 
Corporation). La separación se llevó a cabo a 40º C utilizando como eluyente NaNO3  0.1 
M a un flujo de 0.6 mL/min y un volumen de inyección de 50 µL de solución de EPS. Para 
determinar la concentración de EPS, las fracciones se analizaron utilizando un detector de 
índice de refracción (IR) Waters 410 (Waters Corporation). Para la determinación de 
proteínas se utilizó un detector UV 996 (Waters Corporation). La concentración de EPS se 
obtuvo mediante la integración de la señal de IR con el empleo del software Millenium 
2010 (Waters Corporation), utilizando una recta de calibrado obtenida con patrones de 
dextrano (Fluka-Chemie, Buchs, Suiza) de tamaños comprendidos entre 5 x 103 y 4.9 x 106 
Da. 
 
IV.2.6  ANALISIS ESTRUCTURAL DE EPSs 
El análisis estructural se realizó sobre una muestra de EPS liofilizada procedente de 
400 mL de cultivo. Para determinar la composición por separado del EPS A y del EPS B, 
la muestra se resuspendió en 2 mL de agua destilada y se inyectó en volúmenes de 100 µL 
para su separación mediante HPLC en las condiciones descritas en el apartado anterior, 
recogiéndose cada fracción por separado. Las fracciones se dializaron frente a agua 
destilada durante 48 h a 4ºC para eliminar el NaNO3 del eluyente y se liofilizaron. 
La composición de los EPS se determinó por cromatografía de gases, previa 
hidrólisis y conversión de los monosacáridos en acetatos de alditol (York et al., 1986). 
Muestras de 0.1 mg se trataron con 250 µL de ácido trifluoroacético (TFA) 2 M 
conteniendo mioinositol como patrón interno. Las muestras se digirieron a 121º C durante 
1 h tras lo cual se dejó evaporar el solvente a 40º C bajo una corriente de aire. A 
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continuación se añadieron 0.3 mL de alcohol isopropílico y se evaporó de nuevo para 
eliminar completamente el TFA. Los azúcares se redujeron a acetatos de alditol mediante 
la adición de 250 µL de una solución 1 M de hidróxido amónico conteniendo 10 mg/mL de 
borodeuteriuro de sodio (NaBD4). Tras 1 h de incubación a temperatura ambiente se 
añadieron 0.25 mL de una solución de ácido acético-metanol (1:9) y se dejó evaporar a 40º 
C, proceso que se repitió tres veces. Los alditoles resultantes se acetilaron con 50 µL de 
óxido acético y 50 µL de piridina a 121º C durante 20 min. A continuación se añadieron 
0.2 mL de tolueno y se dejó evaporar a temperatura ambiente. Por último, las muestras se 
equilibraron en una solución de cloruro de metilo y agua (1:1) tras lo cual, la fase orgánica 
conteniendo los alditoles acetilados se pasó a un tubo limpio y se dejó evaporar.  
Para determinar el tipo de enlaces se llevó a cabo un análisis de metilación según el 
método descrito por Hakomori (1964) con ligeras modificaciones. Aproximadamente 2 mg 
de las fracciones de EPS se disolvieron en 0.4 mL de dimetilsulfóxido (Sigma-Aldrich) y 
se añadieron 0.1 mL de solución 2.5 M de butil-litio en hexano (Sigma-Aldrich). La 
mezcla se agitó durante 1 h y se congeló a –20º C. A continuación se añadieron 0.2 mL de 
yoduro de metilo (Fluka-Chemie), se dejaron descongelar las muestras a temperatura 
ambiente y se agitaron durante 15 h. Los polisacáridos permetilados se separaron y 
purificaron por cromatografía de fase reversa en un cartucho C18 Sep-Pak (Varian, Palo 
Alto, Ca., USA). Por último, las muestras se hidrolizaron y transformaron en acetatos de 
alditol como se describe en el parrafo anterior.  
Las muestras se disolvieron en acetona (1 µL por cada µg de EPS inicial) y se 
separaron en un cromatógrafo de gases Series II Hewlett Packard 5890 acoplado a un 
espectrómetro de masas Hewlett Packard HP5972. El cromatógrafo está equipado con una 
columna capilar de 0.25 mm x 30 m SPTM SP2330 Supelco (Sigma-Aldrich), y las 
condiciones de operación fueron en modo splitless con una temperatura de horno constante 
de 220º C. 
 
IV.2.7  OPTIMIZACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE EPSs 
En todos los casos, la cepa LPS26 se inoculó al 2% a partir de un cultivo de una 
noche a 32º C en medio SDM con 20 g/L de glucosa. En aquellos casos en los que fue 
necesario, se ajustó el pH inicial del medio con ácido ortofosfórico (Panreac). 
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Los cultivos se incubaron en las condiciones especificadas en cada caso, tomándose 
muestras a diferentes tiempos en las que se determinó la densidad óptica, el número de 
unidades formadoras de colonias y la concentración de EPS. 
 
IV.2.7.a  Cultivo discontinuo 
Se estudió el efecto de diferentes parámetros (fuente de carbono, concentración, 
temperatura y pH) en la producción de EPS. 
Los ensayos de fermentación para determinar el efecto de la fuente de carbono, 
concentración y temperatura se llevaron a cabo a pH libre en botellas de vidrio, en un 
volumen de cultivo de 750 mL. 
Los ensayos a pH controlado se realizaron en un biorreactor Biostat B (Braun-
Biotech International GMBH, Melsungen, Alemania) equipado con un vaso de 
fermentación de 2 litros de capacidad. El reactor está equipado con sondas extraíbles de pH 
(InPro® 3000/225) y pO2 (InPro® 3000/225) (Mettler-Toledo, Barcelona, España), una 
sonda de temperatura Pt-100 y un sistema de agitación de turbina (Rushton), conectados a 
una unidad de control equipada con cuatro bombas peristálticas que regulan la adición de 
ácido, álcali y medio fresco estéril, y la extracción de cultivo para mantener constante el 
volumen de trabajo en el caso del cultivo continuo. 
Efecto de la fuente de carbono. Se evaluó el efecto de la fuente de carbono en la 
producción de EPS, utilizando glucosa, lactosa, fructosa y manitol a una concentración de 
30 g/L. 
Efecto de la concentración. Para este ensayo se utilizó glucosa como única fuente 
de carbono a concentraciones de 5, 10, 20, 30 y 40 g/L. 
Efecto de la temperatura. Se evaluó la producción de EPS a 20, 25 y 30º C 
utilizando glucosa (30 g/L) como fuente de carbono. 
Efecto del pH. Se estudió la producción de EPS a pH 6, pH 5 y a pH libre 
utilizando glucosa (30g/L) como fuente de carbono. 
 
IV.2.7.b  Cultivo continuo 
Todos los cultivos en continuo se iniciaron en modo discontinuo. Cuando el cultivo 
llegó a la fase exponencial se comenzó la adición de medio fresco y la retirada del cultivo a 
una determinada tasa de dilución (D). Se asume que el cultivo se encuentra en el estado 
estacionario (“steady state”) cuando han transcurrido al menos tres tiempos de residencia 
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(tr), definiéndose el tiempo de residencia como el inverso de la tasa de dilución. El 
mantenimiento de valores constantes de densidad óptica indica que el cultivo se encuentra 
en estado estacionario. 
Los ensayos de cultivo continuo se realizaron en medio con glucosa (30 g/L), con 
una agitación de 150 rpm, a 20º C y a pH constante de 6. Las tasas de dilución utilizadas 
fueron 0.02, 0.04, 0.07 y 0.11 h-1 que corresponden al 14, 33, 58 y 92%, respectivamente, 
de la tasa de crecimiento máxima (µmax= 0.12 h-1), calculada en cultivo discontinuo. 
 
IV.2.7.c  Cálculo de parámetros 
Para los ensayos en cultivo discontinuo y continuo se calcularon los siguientes 
parámetros: 
La tasa de crecimiento máxima (µmax) (h-1) se determinó de forma experimental 
en la fase exponencial de crecimiento del cultivo en discontinuo mediante la ecuación: 
µmax = ln(X1/X0)/(t1-t0),        
donde X0 y X1 son el número de viables al inicio y final de la fase exponencial y t0 y t1 el 
tiempo inicial y final, respectivamente.  
El rendimiento específico (R) (mg/106 ufc) se definió como la cantidad de EPS 
producida por millón de unidades formadoras de colonia y se calculó como: 
R=CEPS/n·10-6,
donde CEPS es la concentración de EPS y n el número de ufc/mL. 
La tasa de dilución (D) (h-1) equivale al número de volúmenes de cultivo que 
pasan por el quimiostato (cultivo continuo) por hora y se calculó como: 
D=F/V,  
donde F es la velocidad de adición del medio y V es el volumen del cultivo. 
La productividad (P) (mg L-1 h-1) se definió como la cantidad de EPS producida 
por unidad de volumen de medio de cultivo y por unidad de tiempo, y se calculó en el 
cultivo continuo como: 
P = D·CEPS,   
donde D es la tasa de dilución y CEPS es la concentración de EPS. 
 
IV.2.8  CULTIVOS EN LECHE  
Se prepararon cultivos puros y mixtos en leche con las cepas Lb. pentosus LPS26 
y/o L. lactis subsp. lactis IPLA947. Cultivos de una noche en MRS o M17 se inocularon en 
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leche semidesnatada comercial suplementada con un 2% de leche en polvo semidesnatada 
(Scharlau) de modo que la concentración inicial de células fue de 2 x 107 ufc/mL y 7.5 x 
106 ufc/mL para LPS26 e IPLA947, respectivamente, y se incubaron a 25º C, tomándose 
muestras a diferentes tiempos. En determinados ensayos, la leche se suplementó con 
glucosa (0.5%, p/v) y extracto de levadura (0.5%, p/v). 
Se realizaron diluciones decimales en solución Ringer ¼ que se sembraron en 
MRS-agar suplementado con vancomicina (30 mg/mL) y M17-agar, para el recuento de 
lactobacilos y lactococos, respectivamente. 
La extracción y la cuantificación de EPS mediante HPLC se realizaron como se 
indicó en los apartados IV.2.4 y IV.2.5, respectivamente. 
La viscosidad de las leches fermentadas se determinó según el método del embudo 
Posthumus (Van Marle y Zoon, 1995). Un embudo con un diámetro de apertura de 8 x 6 
mm se llenó con 500 mL de leche fermentada previamente enfriada a 4º C, y el tiempo 
transcurrido hasta sobrepasar la marca interior se utilizó como una medida de la viscosidad 
de las muestras. 
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IV.3  RESULTADOS Y DISCUSIÓN       
 
 
IV.3.1  SELECCIÓN DE CEPAS PRODUCTORAS DE EPSs 
Con objeto de identificar cepas productoras de EPSs, se analizaron un total de 250 
cepas de Lactobacillus mediante crecimiento en medios sólidos. La identificación de cepas 
productoras de EPS (EPS+) se realizó mediante la observación de colonias adherentes que 
formaban hilos al ser tocadas con un palillo (“ropy”) o bien de colonias de aspecto mucoso 
(“slime”). 
Del total de microorganismos analizados tan sólo la cepa Lb. pentosus LPS26 
produjo EPS, lo que representa una frecuencia de cepas productoras de EPS del (0.4%), 
inferior a la observada en otros estudios de screening de cepas EPS+ (4.9%-32%) (Van 
Geel-Schutten, 1998; Van den Berg, 1993). 
La cepa LPS26 se aisló de fermentaciones de aceituna de mesa (Ruiz-Barba, 1991) 
y forma parte de un fermento mixto utilizado para la elaboración de productos vegetales 
fermentados, principalmente aceitunas (Patente nº 200100127CA, Oficina Española de 
Patentes y Marcas). La utilización de esta cepa mejora la viscosidad de la salmuera durante 
la fermentación de aceituna de mesa, fenómeno que se conoce como “afilado”, y permite la 
obtención de un producto de calidad, con un sabor y aroma típicos. 
Esta cepa produce un polímero que se puso de manifiesto en medio sólido por la 
aparición de colonias de aspecto mucoso que forman filamentos adherentes al ser tocadas 
con un palillo (fig. 4.4). En medio líquido, la producción se hizo evidente por la formación 
de un pellet mucoso de difícil precipitación, incluso tras centrifugación a altas velocidades. 
La producción de este polímero confiere al cultivo un aspecto denso y viscoso. 
Como paso previo a su estudio, se realizó una prueba preliminar para confirmar la 
naturaleza polisacarídica del polímero (ver apartado IV.2.3). La incubación del cultivo con 
SDS y Proteinasa K no afectó a la estructura mucosa del precipitado celular, lo que 
descartó su origen lipídico o proteico, respectivamente (Forde y Fitzgerald, 1999). Por el 
contrario, el tratamiento con NaOH, que rompe los enlaces glicosídicos presentes en los 
polisacáridos, eliminó el fenotipo mucoso, formándose un precipitado compacto, lo que 
implica la presencia de material polisacarídico. Una vez confirmado este hecho, se 
procedió a la extracción y análisis del polímero. 
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FIGURA 4.4. Colonia de Lb. pentosus LPS26 crecida en medio 
MRS mostrando el fenotipo ropy. 
 
 
IV.3.2  EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE EPSs 
Los ensayos para extraer el EPS y determinar su estructura y composición se 
llevaron a cabo en medio SDM suplementado con glucosa (20 g/L) y tras 48 h de 
incubación a 32º C. 
Los primeros intentos de extracción realizados no permitieron detectar ningún 
polisacárido en el sobrenadante de los cultivos, lo que implicaba que éste se encontraba en 
su totalidad unido a la superficie de las células y coprecipitaba con ellas al centrifugar los 
cultivos. El primer paso, por lo tanto, fue intentar separar el EPS de la pared celular. 
Tratamientos con agitación intensa y altas temperaturas descritos por otros autores 
(Looijesteijn y Hugenholtz, 1999; Ricciardi et al., 2002) no liberaron el EPS en nuestro 
caso, por lo que las células se sometieron a sonicación. En las condiciones utilizadas, se 
consiguió una separación del polímero sin producir la lisis celular (lo que se comprobó 
mediante observaciones al microscopio óptico). Con este método, el EPS quedaba 
solubilizado en el sobrenadante y pudo ser completamente separado de las células para su 
posterior purificación (figura 4.5). 
La existencia de una unión entre la célula y el EPS que pudo ser eliminada 
mediante sonicación suave, permitiría incluirlo dentro del grupo de polisacáridos 
capsulares (Tallon et al., 2003). La producción de este tipo de EPSs confiere a las cepas un 
efecto protector frente a nisina, lisozima y a la infección por fagos (Looijesteijn et al., 
2001), lo que facilitaría el uso de LPS26 como cultivo iniciador o adjunto.  
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FIGURA 4.5. Precipitados celulares obtenidos tras centrifugación 
de un cultivo de Lactobacillus pentosus LPS26 en MRS antes (A) y 
después (B) de sonicación. 
A B 
 
 
El EPS solubilizado en el sobrenadante se precipitó con etanol y se dializó, tras lo 
cual se sometió a análisis mediante HPLC. Este análisis reveló la presencia de dos picos 
que se correspondían con un polisacárido de alto peso molecular (EPS A) y otro de bajo 
peso molecular (EPS B) de masas 1.9 x 106 y 3.3 x 104 Da, respectivamente (fig. 4.6). Así 
pues, Lb. pentosus LPS26 no produce un único polisacárido, sino dos. 
La producción de más de un tipo de polisacárido por BAL ha sido descrita por 
varios autores. Tallon et al. (2003) observaron la producción por Lb. plantarum EP56 de 
un polímero de masa 8.5 x 105 Da y otro de 4 x 104 Da, presentando ambos distinta 
composición de azúcares. Observaciones similares fueron realizadas por Marshall et al. 
(1995) en cepas de L. lactis subsp. cremoris. Por su parte, Degeest y De Vuyst (1999) y 
Grobben et al. (1997) describieron la producción de dos EPS de idéntica composición, 
pero diferente tamaño, por cepas de S. thermophilus y Lb. bulgaricus, respectivamente. 
 
 
EPS A
1.9 x 106 Da
EPS B
3.3 x 104 Da
FIGURA 4.6. Cromatograma obtenido mediante HPLC en columna de exclusión molecular mostrando el 
EPS de alto peso molecular (EPS A) y bajo peso molecular (EPS B) producidos por Lb. pentosus LPS26.  
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IV.3.3  COMPOSICIÓN Y ESTRUCTURA DE LOS EPSs 
El análisis por GC-MS mostró diferencias en la composición de azúcares de los dos 
EPS (tabla 4.2). Así, el EPS A estaba constituido por glucosa y ramnosa en una proporción 
aproximada de 7:3, mientras que el EPS B estaba constituido por glucosa y manosa, con 
una proporción de glucosa similar al EPS A. 
 
 
TABLA 4.2. Composición de los dos EPS producidos por Lb. pentosus LPS26, determinada mediante GC-
MS. 
 
 Glucosa (%) Ramnosa (%) Manosa (%) 
EPS A 73 27 0 
EPS B 76 0 24 
 
Glucosa y ramnosa son dos componentes muy comunes en los EPSs producidos por 
BAL descritos en la literatura (Nakajima et al., 1992; Robijn et al., 1995; Lemoine et al., 
1997; Van Casteren et al., 2000; Marshall et al., 2001), y los mecanismos de síntesis de sus 
precursores azúcar-nucleótido y su incorporación a la cadena de polisacáridos son 
conocidos (fig 4.3) (De Vuyst et al., 2001; Welman y Maddox, 2003). 
Por el contrario, a pesar de que la presencia de manosa en EPSs ha sido descrita por 
varios autores (Cerning, 1995; Bouzar et al., 1996, Knoshaug et al., 2000; Petry et al., 
2000) no existen datos en la literatura acerca de las rutas metabólicas que expliquen la 
incorporación de unidades de manosa en la síntesis de heteropolisacáridos en BAL. 
Algunos autores postulan que la detección de azúcares como la manosa, arabinosa o xilosa 
se debe a contaminaciones procedentes de material de la pared celular o presentes en la 
composición del medio, que persisten tras el aislamiento y purificación del EPS. 
Concretamente, los glucomananos procedentes de componentes del medio de cultivo como 
el extracto de levadura o la peptona, interfieren en la determinación de la composición de 
los EPSs (Kimmel y Roberts, 1998; Vaningelgem et al., 2004).  
En nuestro caso, este hecho se puso de manifiesto experimentalmente al comparar 
la composición del EPS total aislado de cultivos crecidos en medio MRS y en medio SDM. 
Este medio tiene una composición similar a la del MRS, pero los extractos de carne y 
levadura y la peptona se sustituyeron por Yeast Nitrogen Base y triptona. Mientras que el 
EPS de los cultivos en MRS mostró una proporción de manosa del 68%, ésta se redujo al 
15% en cultivos crecidos en medio SDM (datos no mostrados). 
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La presencia de manosa en el EPS B podría asociarse a residuos de glucomananos 
procedentes de algún componente del medio que, aunque en menor cantidad con respecto 
al MRS, aún estarían presentes en el medio SDM. Sin embargo, el análisis mediante GC-
MS del medio SDM sin inocular, procesado del mismo modo que los sobrenadantes de los 
cultivos, no reveló la presencia de ningún polímero, por lo que la manosa detectada parece 
ser un componente inequívoco de EPS B. 
Con objeto de determinar el tipo de enlaces que componen la estructura de los 
EPSs, éstos se sometieron a un análisis de metilación. En el EPS A se detectó un 70% de 
glucosa sustituida en los carbonos 1 y 4 (1, 4-glucosa), un 1% de 1, 2, 4-glucosa, un 1% de 
1, 4, 6-glucosa (1%) y un 28% de 3-ramnosa. Estos datos indicarían que el EPS A es un 
glucano constituido por una cadena principal de glucosas unidas por enlaces 1→4 que, en 
un porcentaje muy pequeño, estarían sustituidas en las posiciones 2 y 6 por cadenas de 
ramnosa. El bajo grado de sustitución (2%) implicaría una gran longitud de la cadena 
principal (más de 70 unidades) lo que contrasta con los datos sobre la estructura de los 
EPSs caracterizados hasta la fecha, que están compuestos por la unión de varias unidades 
de repetición constituidas por un número limitado de monosacáridos (3-8) (De Vuyst et al., 
2001). Una posible explicación es que en la fracción purificada de EPS A exista más de un 
polisacárido. Si esto es así, sería debido a una insuficiente resolución y/o eficiencia de la 
columna de exclusión molecular que no permitiría la identificación de dos picos de tamaño 
similar, especialmente en el caso de polímeros de gran tamaño. Así pues, es posible que en 
la muestra purificada exista un glucano formado únicamente por glucosa con enlaces 1→4, 
y otro EPS compuesto por unidades de repetición constituidas de glucosa y ramnosa con un 
mayor grado de sustitución. En cualquier caso, para verificar esta hipótesis es 
imprescindible la utilización de técnicas de RMN, lo que nos permitiría determinar la 
posible presencia de más de una estructura. 
En cuanto al EPS B, los análisis de metilación únicamente mostraron la presencia 
de 1, 4-glucosa, sin que se observara ningún derivado de la manosa, por lo que no fue 
posible determinar el tipo de enlaces entre sus monómeros. 
 
IV.3.4  OPTIMIZACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE EPSs 
La producción de EPSs es una característica que depende tanto de la cepa 
productora como de las condiciones medioambientales (composición del medio, 
temperatura, pH, oxígeno, tiempo de incubación). Por ello, y con el objetivo de optimizar 
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la producción de EPS por LPS26, se estudió la influencia de diferentes parámetros en la 
síntesis de este polímero. 
Inicialmente se definió la técnica de cuantificación a utilizar. En este sentido, el 
método colorimétrico del fenol-sulfúrico utilizado en los primeros ensayos fue descartado 
en beneficio del análisis mediante cromatografía de exclusión molecular. El método del 
fenol sulfúrico se basa en la digestión ácida del EPS y la posterior detección de los 
derivados coloreados de sus monosacáridos constituyentes. Pese a que este método se 
utiliza de forma generalizada para la cuantificación de EPSs (Kojic et al., 1992; Briczinski 
y Roberts, 2002; Bergmaier et al., 2003; Petry et al., 2003; Tallon et al., 2003), nuestras 
observaciones demostraron que las concentraciones detectadas mediante el mismo eran del 
orden de 2-3 veces inferiores a las obtenidas por HPLC de exclusión molecular (datos no 
mostrados). Probablemente esto es debido a que la digestión ácida del EPS en sus 
monómeros constituyentes es incompleta en las condiciones utilizadas. Este hecho, unido a 
su baja reproducibilidad y a que no permite cuantificar individualmente las fracciones de 
distinto peso molecular del EPS, nos hizo descartar su uso. 
A continuación se muestran los resultados obtenidos en el estudio de la producción 
de EPS en diferentes condiciones. 
 
IV.3.4.a  Efecto de la fuente de carbono 
Para estudiar la influencia de la fuente de carbono en la producción de EPS se 
realizaron diferentes ensayos utilizando medio SDM suplementado con glucosa, fructosa o 
manitol, que son los azúcares principales de la pulpa de aceituna (de Castro et al., 2002), 
ambiente natural de esta cepa, así como con lactosa, azúcar presente en la leche. Para ello, 
se incubaron cultivos de LPS26 a 30º C durante 48 h con los diferentes sustratos y se 
cuantificó el EPS producido.  
Se observaron diferencias en los niveles de EPS total producidos en presencia de 
las distintas fuentes de carbono (tabla 4.3). La concentración más elevada se obtuvo en 
medio con glucosa, con un valor ligeramente superior al observado con lactosa. Manitol y 
fructosa dieron lugar a una menor producción de EPS. 
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TABLA 4.3. Producción de polisacáridos por Lb. pentosus LPS26 en presencia de distintas fuentes de 
carbono. 
 
 EPS A (mg/L) EPS B (mg/L) EPS total (mg/L) EPS A : EPS B 
Fructosa 26.3 55.6 81.9 3:7 
Manitol 91.2 34.6 125.8 7:3 
Glucosa 135.4 46.3 181.7 7:3 
Lactosa 116.6 48.3 164.9 7:3 
 
Asimismo, los rendimientos específicos (concentración de EPS por número de 
células) también fueron distintos (fig. 4.7), influyendo en los mismos los niveles de 
crecimiento alcanzados por la cepa productora El mayor rendimiento se obtuvo en 
fructosa, seguido por el detectado en lactosa, glucosa y manitol. Sin embargo, en fructosa 
la producción absoluta de EPS (tabla 4.3) y el crecimiento celular (1.5 x 108 ufc/mL) 
fueron los más bajos. El menor rendimiento se observó en presencia de manitol, 
observándose una concentración de EPS total inferior a glucosa y lactosa, pese a que el 
crecimiento fue el más elevado (2.4 x 109 ufc/mL). A pesar de que la lactosa no es una 
buena fuente de carbono para esta cepa (crecimiento máximo de 5.8 x 108 ufc/mL frente a 
1.5 x 109 ufc/mL en presencia de glucosa), el rendimiento específico de EPS fue elevado, 
lo que concuerda con observaciones realizadas por Tallon et al. (2003) para Lb. plantarum, 
cuyos niveles de producción de EPS fueron máximos en presencia de lactosa, presentando, 
sin embargo, una baja tasa de crecimiento. 
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FIGURA 4.7. Rendimiento específico utilizando diferentes fuentes de carbono. Las barras representan la 
concentración de EPS total por 106 ufc, medida en un cultivo de 48 h a 30º C en SDM suplementado con 
30 g/L de cada azúcar. 
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La producción de EPS más baja en presencia de fructosa y manitol en comparación 
con glu
o reveló algunas diferencias en la proporción de ambos 
polisac
 composición de azúcares de los dos EPS, se observaron ligeras 
variaci
En EPS B, las diferencias de composición en función de la fuente de carbono 
fueron 
cosa o lactosa podría atribuirse a la existencia de una ruta metabólica más compleja 
hasta la formación de los precursores UDP-glucosa y UDP-ramnosa, así como a una baja 
actividad del enzima 1,6 difosfatasa, en el caso de la fructosa (fig 4.2) (Grobben et al., 
1996; Looijesteijn et al., 1999). 
El análisis cromatográfic
áridos en función de la fuente de carbono utilizada. Así, mientras que en el caso de 
manitol, glucosa y lactosa, la relación entre el EPS A y el EPS B fue de 7:3, este valor se 
invirtió en el caso de la fructosa. Observaciones similares fueron realizadas por Grobben et 
al. (1997) en Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772, cepa productora de dos 
polisacáridos de distinto peso molecular. Mientras que en presencia de glucosa la 
proporción entre el EPS de alto y bajo peso molecular fue de aproximadamente 1:1, en 
presencia de fructosa, la práctica totalidad del polímero estaba compuesto por el EPS de 
bajo peso molecular. Estos autores sostienen que la producción del EPS de alto peso 
molecular está regulada por la fuente de carbono, mientras que la producción del EPS de 
bajo peso molecular es independiente de ésta. Esta hipótesis avalaría el hecho de que los 
niveles de EPS B producidos por LPS26 con los distintos azúcares fueron bastante 
similares (tabla 4.2). 
Al analizar la
ones dependiendo de la fuente de carbono utilizada como sustrato (tabla 4.4). Así, 
en presencia de fructosa, la fracción EPS A mostró una proporción de glucosa:ramnosa de 
un 8:2, aproximadamente, frente a un 7:3 observado en presencia del resto de azúcares. La 
menor proporción de ramnosa podría estar asociada a una menor actividad de la dDTP-
glucosa pirofosforilasa y del sistema enzimático de síntesis de los precursores dDTP-
ramnosa cuando se utiliza fructosa como única fuente de carbono (fig. 4.3) (Grobben et al. 
1996). 
pequeñas, si bien se apreció un ligero aumento en la proporción de glucosa cuando 
la fuente de carbono fue este mismo azúcar. 
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TABLA 4.4. Composición glicosídica de los EPS producidos por Lb. pentosus LPS26 crecido en distintas 
fuentes de carbono. 
 
Composición (%)  
EPS A   EPS B 
Fuente de carbono Glucosa Ramnosa  Glucosa Manosa 
Glucosa 73 27  76 24 
Manitol 71 29  69 31 
Fructosa 80 20   70 30 
 
 
A la vista de estos resultados se consideró que la glucosa era la fuente de carbono 
más apropiada para optimizar la producción de EPS y, por lo tanto, fue el azúcar utilizado 
en los siguientes ensayos. 
 
IV.3.4.b  Efecto de la concentración de la fuente de carbono 
Para este ensayo se utilizó glucosa como única fuente de carbono con 
concentraciones de 5, 10, 20, 30 y 40 g/L. Los cultivos se crecieron a 30º C durante 72 h y 
se tomaron muestras a diferentes tiempos para analizar la evolución de los viables y la 
producción de los dos EPSs. 
En la figura 4.8 se muestran los resultados obtenidos al utilizar una concentración 
de glucosa de 40 g/L. Las tendencias observadas en las concentraciones ensayadas fueron 
muy similares. El cultivo alcanzó la fase estacionaria entre las 12 y 24 h de incubación. El 
número de viables fue superior en los cultivos con 30 y 40 g/L de glucosa (7.2-1.9 x109 
ufc/mL) respecto a los demás ensayos en los que los recuentos alcanzaron, 
aproximadamente, una unidad logarítmica menos (datos no mostrados). A lo largo de la 
fase estacionaria se observó un proceso de muerte celular menos acusado en los cultivos 
realizados con 20 y 30 g/L de glucosa (datos no mostrados), por lo que estas 
concentraciones se consideraron más adecuadas para el desarrollo y viabilidad de Lb. 
pentosus LPS26. 
La producción de EPS apenas se detectó hasta bien entrada la fase exponencial y 
los valores máximos de producción se alcanzaron prácticamente a las 24 h en todas las 
condiciones ensayadas, aumentando ligeramente al continuar la incubación hasta las 72 h. 
La cinética de producción de los dos EPS no fue idéntica. EPS A se produjo más 
activamente al final de la fase exponencial (10-24 h) mientras que los niveles de EPS B se 
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incrementaron durante la fase estacionaria. En ambos casos, lo datos indican que la 
producción de EPS no está claramente asociada al crecimiento celular.  
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FIGURA 4.8. Crecimiento y producción de EPS por Lb. pentosus LPS26 en medio SDM con glucosa (40 
g/L) a 30º C. 
 
 
Al comparar los niveles máximos de producción de EPS alcanzados (tabla 4.5) se 
observó que la concentración de glucosa no influyó sustancialmente en los niveles de 
producción de EPS, con valores que oscilaron entre 149 mg/L y 176 mg/L. Estos 
resultados coinciden con los obtenidos por Petry et al. (2000), quienes no observaron 
diferencias significativas en la producción de EPS por Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 
utilizando diferentes concentraciones de glucosa. 
 
 
TABLA 4.5. Efecto de la concentración de glucosa en la producción de EPS por Lb. pentosus LPS26. Los 
valores representan la concentración máxima de EPS medida en un cultivo a 30º C durante 72h.
 Concentración EPS (mg/L) 
Concentración glucosa (g/L) EPS A EPS B EPS total 
5 106.6 49.4 156.0 
10 112.0 64.2 176.2 
20 101.8 47.3 149.2 
30 134.7 31.5 166.1 
40 125.5 48.4 173.8 
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IV.3.4.c  Efecto de la temperatura 
Para estudiar el efecto de la temperatura los cultivos se incubaron a 20, 25 y 30º C 
en medio SDM con 30 g/L de glucosa y se determinó la producción de EPS tras 72 h de 
incubación. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.9.  
En el caso de EPS A se observó claramente una relación inversa entre temperatura 
de incubación y producción de EPS, siendo 20º C la temperatura óptima. El aumento en la 
producción de EPSs a bajas temperaturas es una característica común a muchas especies 
mesófilas productoras de EPS. Una posible explicación a este fenómeno es que los 
transportadores isoprenoide-fosfato (“lipid-carrier”) necesarios para la traslocación del 
EPS polimerizado en el citoplasma al exterior de la célula, también son necesarios para la 
formación del peptidoglicano durante el crecimiento celular (Degeest et al., 2001). Así 
pues, una mayor disponibilidad de este transportador, debido a una baja tasa de 
crecimiento a temperaturas subóptimas, permite incrementar la producción de EPS. 
Por el contrario, la producción de EPS B, no pareció estar influenciada por la 
temperatura de incubación, observándose valores similares a las tres temperaturas 
ensayadas. Como consecuencia, la proporción de EPS B con respecto al EPS total aumentó 
con la temperatura, al disminuir la producción de EPS A. 
El aumento en la producción de EPS no está relacionado directamente con una 
mayor producción celular, ya que ésta fue mínima a 20º C y máxima a 25º C. 
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FIGURA 4.9. Efecto de la temperatura en la producción de EPS. El crecimiento se realizó en medio SDM 
con glucosa (30g/L) y a pH libre. 
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A partir de los datos obtenidos se seleccionó 20º C como la temperatura óptima 
para la producción de EPS, y fue la utilizada en los siguientes ensayos. 
 
IV.3.4.d  Efecto del pH 
Para determinar la influencia del pH en la producción de EPS, se determinó la 
concentración de polisacárido obtenida tras incubación a 20º C con 30 g/L de glucosa a pH 
libre y a pHs controlados de 5 y 6. Los resultados (fig. 4.10) mostraron una clara influencia 
del pH en la producción de EPS. La máxima concentración de EPS total, medida a las 72 h 
de incubación, se observó a pH 6 (511 mg/L), mientras que los valores observados a pH 5 
y pH libre (352 y 265 mg/L, respectivamente) fueron muy inferiores. 
A diferencia de lo observado en los ensayos anteriores donde la producción de EPS 
B apenas se vio afectada por el tipo o concentración de la fuente de carbono o por la 
temperatura de incubación, el pH sí tuvo una clara influencia en los niveles de producción, 
al igual que ocurrió con EPS A. 
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FIGURA 4.10. Efecto del pH en la producción de EPS. El crecimiento se realizó en medio SDM con glucosa 
(30g/L) y a 20º C. 
 
 
Numerosos estudios han demostrado que el control del pH aumenta la producción 
de EPS en comparación con cultivos a pH libre (Mozzi et al., 1996; Grobben et al., 1998; 
De Vuyst et al., 1998). Generalmente, el pH óptimo para la producción de EPSs se 
corresponde con el óptimo para el crecimiento celular (Gamar-Nourani et al., 1998; Mozzi 
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et al., 1996; Grobben et al., 1998), aunque no siempre es así. Van den Berg et al. (1995) 
observaron que la producción de EPS por Lb. sake 0-1 era mayor a pH 5.8, mientras que el 
crecimiento celular se favorecía a pHs más altos. En nuestro caso, el máximo crecimiento 
se obtuvo a pH 5 (1.0 x1010 ufc/mL), mientras que a pH 6 tuvo lugar la máxima 
producción de EPS. La producción y el número de viables más bajos se obtuvieron a pH 
libre. 
En la figura 4.11 se muestra de forma resumida la concentración de EPS total 
determinada al final del periodo de incubación en las distintas condiciones de cultivo 
ensayadas. La mayor producción de EPS (514 mg/L) se obtuvo en medio SDM, en 
presencia de 30 g/L de glucosa, a 20º C de temperatura y a pH 6. Estos niveles de 
producción suponen un incremento de, aproximadamente, 3 veces respecto a los ensayos 
iniciales. 
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 FIGURA 4.11. Resumen de la producción de EPS total observada en las diferentes condiciones ensayadas. 
  
 
IV.3.4.e  Producción de EPS en cultivo continuo 
El quimiostato es un sistema abierto en el que se introduce continuamente medio 
fresco a una velocidad uniforme, manteniéndose el volumen constante mediante la 
extracción, también uniforme, del cultivo. En esta situación, la velocidad de crecimiento 
celular está determinada por la velocidad de adición del nutriente limitante y las células 
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pueden mantenerse en un estado fisiológico determinado y constante (estado estacionario o 
“steady state”) en el cual los distintos parámetros del sistema (biomasa, concentración de 
sustrato y productos) se mantienen invariables. De este modo, puede evaluarse la 
influencia de la tasa de crecimiento en la producción de un determinado metabolito, como 
es el caso del EPS. Además, el cultivo continuo presenta una serie de ventajas frente al 
crecimiento en batch: 
1. No es necesario interrumpir la fermentación tan a menudo como en el cultivo 
discontinuo. Al final de cada fermentación en “batch”, el biorreactor debe ser vaciado, 
limpiado, esterilizado y llenado de nuevo, operaciones que requieren un tiempo 
considerable. En teoría, un fermentador puede operar en continuo indefinidamente sin 
necesidad de ser interrumpido, aunque en la práctica esto no es posible debido a 
contaminaciones y a pérdidas de la estabilidad genética de las cepas. 
2. En las primeras fases del cultivo discontinuo existe una etapa de adaptación (fase 
lag) en la que no existe crecimiento celular y que representa un período de escasa 
productividad. Debido a que las interrupciones en el cultivo continuo son menos 
frecuentes, las pérdidas de productividad asociadas a la fase lag son menores. 
3. La mayoría de los procesos posteriores a la fermentación son también más 
productivos cuando se opera en modo continuo, ya que permite acoplar la fermentación 
con otras operaciones en la planta. En consecuencia, es más fácil optimizar la 
productividad general de la planta, lo que también permite utilizar reactores y equipos más 
pequeños disminuyendo los costes de capital. 
Teniendo esto en cuenta, se decidió estudiar la producción de EPS en cultivo 
continuo para comprobar su posible dependencia de la tasa de crecimiento, así como para 
evaluar esta técnica con vistas a la producción de EPS a gran escala. Utilizando los 
parámetros óptimos de tipo y concentración de azúcar, temperatura y pH, previamente 
calculados con el cultivo discontinuo, se realizaron ensayos utilizando cuatro tasas de 
dilución (D) de 0.02, 0.04, 0.07 y 0.11 h-1, que se corresponden con un 14, 33, 58 y 92%, 
respectivamente, de la tasa de crecimiento máxima (µmax= 0.12 h-1) calculada previamente 
en el cultivo discontinuo en las mismas condiciones. 
Una vez alcanzado el estado sostenido en cada una de las D ensayadas, se 
determinó la producción de EPS. Los resultados se muestran en la figura 4.12. 
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FIGURA 4.12. Crecimiento y producción de EPS
Las condiciones del cultivo fueron 20º C y pH 6 e
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mencionada anteriormente, según la cual una baja tasa de crecimiento celular estaría 
relacionada con un aumento en la producción de EPS, gracias a la mayor disponibilidad de 
los trasportadores isoprenoide-fosfato necesarios para la traslocación del polímero al 
exterior celular (Degeest et al., 2001). 
Por su parte, la producción de EPS B no se vio apenas influenciada por la tasa de 
dilución, observándose una concentración similar en todas ellas, sin que se observe una 
tendencia clara. Estos datos contrastan con los obtenidos en el cultivo discontinuo, donde 
se observaba un incremento de su producción bien entrada la fase estacionaria. En este 
sentido, los datos de producción de EPS en los cultivos en discontinuo deben interpretarse 
con precaución a la hora de obtener las conclusiones sobre la cinética de producción de 
estos metabolitos, puesto que en este tipo de cultivos existen diferentes parámetros que son 
susceptibles de variar a lo largo del periodo de incubación, como la velocidad de 
crecimiento, la disponibilidad del nutriente limitante y la acumulación de los productos 
metabólicos finales, todo lo cual puede influenciar la síntesis del EPS. 
En la tabla 4.6 se muestran los parámetros cinéticos calculados para el cultivo 
continuo y discontinuo, en las mismas condiciones de incubación. La concentración 
máxima de EPS total alcanzada en el cultivo continuo fue de 354 mg/L, inferior a la 
obtenida en el cultivo discontinuo (514 mg/L). Sin embargo, se debe tener en cuenta que 
estos valores no son comparables, puesto que en el cultivo discontinuo, esa cantidad refleja 
la producción acumulada tras 72 h de incubación, mientras que en el cultivo continuo 
expresa la producción en un determinado punto de la curva de crecimiento. Para poder 
realizar una comparación debemos determinar los valores de productividad en ambos 
cultivos. Éstos fueron muy similares en ambos tipos de cultivo lo que, en principio, no 
indicaría ninguna ventaja del cultivo continuo para la producción de EPS. Sin embargo, se 
debe tener en cuenta que en el cálculo de la productividad del cultivo discontinuo no se han 
contemplado los tiempos invertidos en limpieza y esterilización que han de realizarse cada 
72 h y que disminuirían este parámetro. Esto aumenta la productividad efectiva del cultivo 
continuo con respecto al batch y constituye una herramienta más para optimizar la 
producción del EPS por Lb. pentosus LPS26. 
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TABLA 4.6. Parámetros cinéticos de producción de EPS por Lb. pentosus LPS26 en cultivo continuo y 
discontinuo en medio SDM con 30 g/L de glucosa a 20º C y a pH6. 
 
 Concentración EPSmax  
(mg/L) 
Productividad  
(mg/L·h)a
Discontinuo 514 7.13 
Continuo 354 7.08 
 
 
 
aCalculada para el cultivo discontinuo como la concentración de EPS máxima dividida entre el tiempo al que 
se alcanzó esa concentración (72 h). 
 
 
IV.3.5  APLICACIÓN DE Lb. pentosus LPS26 COMO CULTIVO ADJUNTO EN 
LECHES FERMENTADAS 
Con el fin de valorar el potencial tecnológico de la cepa Lb. pentosus LPS26 como 
cultivo adjunto en la elaboración de productos lácteos fermentados, se estudió su 
comportamiento en un cultivo mixto junto con la cepa acidificante L. lactis IPLA947. El 
objetivo principal de este estudio era determinar si LPS26 es capaz de producir EPS en un 
cultivo mixto en leche, y si ello repercute positivamente en la textura del producto. 
Los resultados observados tras incubar ambas cepas en leche mostraron un bajo 
crecimiento de LPS26, así como una producción de EPS prácticamente nula (fig 4.13). La 
baja tasa de crecimiento de la cepa LPS26 en leche, probablemente es debida a su escasa 
capacidad de metabolizar lactosa y galactosa. Por esta razón, se decidió estudiar la 
producción de EPS en leche, tanto en un cultivo mixto como en un cultivo puro compuesto 
únicamente por LPS26, utilizando unas condiciones de crecimiento más favorables, para lo 
cual la leche se suplementó con glucosa y extracto de levadura. 
Como era esperable, en estas condiciones el crecimiento de LPS26 fue superior al 
observado en leche sin suplementar (fig 4.13). Los recuentos de viables de LPS26 fueron 
ligeramente inferiores en los cultivos mixtos respecto al cultivo puro, lo cual podría estar 
ocasionado por un fenómeno de competencia con IPLA947. En cualquier caso, la 
producción de EPS (determinada a las 72 h) fue similar en ambos cultivos, con valores 
ligeramente superiores en el cultivo mixto. Para descartar la posible interferencia del 
extracto de levadura en la cuantificación de EPS en las muestras de leche suplementada, se 
analizó mediante HPLC un control de leche suplementada sin inocular, no observándose en 
los cromatogramas ningún pico en los tiempos de elución de los dos EPSs.  
El análisis del EPS extraído de estas muestras demostró que estaba compuesto casi 
en su totalidad por el polisacárido de bajo peso molecular EPS B, mientras que los niveles 
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de EPS A observados en todos los cultivos fueron muy bajos, inferiores a 20 mg/L en 
todos los casos (figura 4.13). Este dato pone de manifiesto la marcada influencia de la 
composición del medio en la producción de los diferentes EPSs. Así, al igual que ocurría al 
utilizar diferentes fuentes de carbono en el medio SDM (ver apartado IV.3.4.a), las 
diferencias en el tipo y disponibilidad de la fuente de nitrógeno, vitaminas o sales entre el 
medio SDM y la leche determinan la producción de polisacáridos y, consecuentemente, las 
proporciones varían. Observaciones similares, aunque en el sentido contrario, fueron 
descritas por Petry et al. (2000) en una cepa de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 
productora de dos polisacáridos de diferente tamaño. En este caso, el EPS de alto peso 
molecular se producía en menor cantidad cuando la cepa se crecía en un medio 
químicamente definido que cuando se crecía en leche. 
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FIGURA 4.13. Producción de EPS por Lb. pentosus LPS26 en cultivos puros y mixtos en leche tras 
incubación a 25º C durante 72 h. En todos los casos se inoculó con 2x107 ufc/mL de LPS26. En los cultivos 
mixtos se inoculó con 7.5x106 ufc/mL de IPLA 947. 
(sp) indica leche suplementada con glucosa (0.5%, p/v) y extracto de levadura (0.5%, p/v). 
 
 
Para determinar si la producción de EPS tenía algún efecto sobre la textura de la 
leche fermentada, se determinó la viscosidad de los cultivos y se comparó con la observada 
en el cultivo control de la cepa IPLA947. Los resultados, que se muestran en la tabla 4.7, 
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no mostraron ninguna diferencia en la viscosidad de las distintas leches fermentadas, 
independientemente de la presencia de EPS en algunas de ellas. 
 
 
TABLA 4.7. Producción de EPS y efecto sobre la viscosidad en leche fermentada. 
Cultivo EPS total (mg/L) Posthumus (s) 
IPL947 ND 8 
IPL947 + LPS26 12.8 8 
IPL947 + LPS26 (sp) 162.9 7 
LPS26 (sp) 140.1 8 
    (sp) indica leche suplementada con glucosa (0.5%, p/v) y extracto de levadura (0.5%, p/v). 
    ND: no determinado. 
 
 
La ausencia de modificaciones en la textura del producto, pese a la producción de 
EPS observada en las muestras con leche suplementada, podría deberse básicamente a dos 
motivos: producción insuficiente de EPS y/o escasa capacidad espesante de EPS B. Es 
posible que los niveles de producción de EPS en leche sean insuficientes para modificar la 
viscosidad del producto. Sin embargo, concentraciones similares e incluso inferiores a las 
observadas, originan aumentos significativos de la viscosidad de la leche en el caso de 
otros EPSs (Faber et al., 1998, Ruas-Madiedo, 2002b). Parece más probable, por lo tanto, 
que la falta de capacidad espesante se deba a factores relacionados con las características 
estructurales del propio EPS. 
Factores como la composición y la estructura determinan la viscosidad intrínseca 
del EPS y, por consiguiente, su potencial capacidad texturizante. Así, por ejemplo, la 
presencia de un mayor número de residuos de glucosa frente al resto de monosacáridos se 
ha relacionado con una mayor viscosidad (Petry et al., 2003). En cuanto a la estructura del 
EPS, la presencia de enlaces de tipo β( 1→4) frente a enlaces α(1→4) o β( 1→3) en la 
cadena principal, así como la existencia de cadenas laterales, aumentan la viscosidad 
intrínseca del EPS (Ruas-Madiedo et al., 2002b). En este sentido serían necesarios estudios 
adicionales para determinar de forma precisa el tipo de enlaces y estructura de los EPSs 
producidos por LPS26 y poder establecer una relación estructura/función.  
Otro motivo que explicaría la ausencia de cambios en la textura podría ser la baja 
proporción del polisacárido de alto peso molecular EPS A. Petry et al. (2003) estudiaron la 
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producción de dos EPS de distinto tamaño por cuatro cepas de Lb. bulgaricus. Según estos 
autores, la proporción de ambos polisacáridos influía en la reología del producto. La 
presencia de una elevada proporción del EPS de alto peso molecular, que poseía una mayor 
viscosidad intrínseca, estaba relacionada con un aumento en la capacidad espesante en 
leche fermentada, mientras que una proporción mayor del polisacárido de bajo peso 
molecular no tenía un efecto apreciable en la textura. Esta relación entre tamaño molecular, 
viscosidad intrínseca y capacidad espesante ha sido puesta de manifiesto también por otros 
autores (Laws y Marshall, 2001). En nuestro caso, el hecho de que la práctica totalidad del 
polímero esté constituido por el EPS de bajo peso molecular podría, por lo tanto, explicar 
esta falta de actividad espesante en leche.  
En cualquier caso, los resultados obtenidos parecen limitar la aplicación de esta 
cepa como cultivo adjunto en la elaboración de productos lácteos fermentados, al menos en 
lo que se refiere a su uso como productor de un agente texturizante in situ, principalmente 
debido a su escasa capacidad de crecimiento en leche. 
No obstante, existen varios aspectos que permiten mantener el interés de esta cepa 
como productora de EPS con aplicaciones tecnológicas o funcionales. 
Por una parte, los resultados obtenidos en relación a la capacidad de producción de 
EPS en condiciones óptimas, dejan la puerta abierta a la posible utilización de esta cepa 
como productora de EPSs para su utilización controlada como agente texturizante en la 
elaboración de alimentos, fermentados o no, en el supuesto de que alguno de los EPSs 
presentase una capacidad espesante adecuada. En este sentido sería necesario realizar 
estudios más detallados sobre la reología de los EPSs, determinando sus estructuras y 
parámetros tales como la viscosidad intrínseca, la rigidez de la cadena o la eficiencia 
espesante, así como comprobar experimentalmente su efecto en la textura del producto. En 
general, los niveles de producción de EPS por Lb. pentosus LPS26 son elevados en 
comparación con los descritos hasta la fecha para otras BAL, si bien son inferiores a los de 
algunos lactobacilos especialmente productores (Van den Berg et al., 1995; Bergmaier et 
al., 2005). Por ello, como propuesta de futuro nos planteamos ensayar otros medios de 
cultivo que puedan resultar más eficaces y económicos para asegurar una producción 
rentable de EPS, recurriendo además a técnicas de inmovilización celular. 
Por otro lado, no debemos descartar métodos alternativos de mejorar la producción 
in situ de EPS, mediante la transferencia de los determinantes genéticos de producción de 
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la cepa LPS26 a otra cepa que presente una mejor aptitud tecnológica para la elaboración 
de productos lácteos fermentados. 
Por último, pretendemos determinar las potenciales propiedades saludables del EPS 
y su posible utilización como agente prebiótico en productos lácteos u otro tipo de 
alimentos. Para ello, además de completar el estudio de la estructura de los EPSs 
producidos por LPS26, sería necesario realizar ensayos de biodegradabilidad y sus efectos 
sobre la microbiota intestinal. 
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V.  CONCLUSIONES          
 
1. La variabilidad metabólica y fisiológica de 11 cepas silvestres de Leuconostoc citreum, 
aisladas de queso Afuega´l Pitu elaborado con leche cruda, revela la biodiversidad 
existente en ecosistemas naturales. Las cepas presentan distintos grados de resistencia a 
condiciones de estrés, como pH ácido, agentes antimicrobianos y congelación, así 
como diferencias en el patrón de fermentación de azúcares, producción de ácidos 
orgánicos, compuestos volátiles y síntesis de dextrano. 
 
2. El análisis del perfil de restricción cromosómico mediante electroforesis en campo de 
pulso es más discriminatorio para mostrar la variabilidad dentro de la especie Ln. 
citreum que el perfil de proteínas solubles determinado por SDS-PAGE. En el primer 
caso se obtienen seis clusters o agrupaciones con un nivel de similitud del 90% 
mientras que en el segundo sólo se observan tres.  
 
3. Las cepas de Ln. citreum IPLA567 e IPLA979 muestran las mejores aptitudes 
tecnológicas para ser incluidas en fermentos mixtos. Estas cepas fermentan lactosa y 
galactosa y tienen una alta actividad acidificante. Además, son las más resistentes a 
nisina, sal, pH ácido y congelación. 
 
4. El análisis mediante T-RFLP, acoplado a la retroamplificación del ARNr 16S por RT-
PCR, permite identificar inequívocamente células metabólicamente activas de Ln. 
citreum y L. lactis subsp. lactis en cultivos mixtos en leche, mediante la detección de 
sus fragmentos de restricción terminales característicos. 
 
5. Los perfiles de T-RFLP pueden verse alterados por la aparición de picos adicionales no 
esperados, probablemente originados por anillamientos no específicos y por la 
formación de pseudo-T-RFs. La disminución del número de ciclos de PCR permite 
minimizar la aparición de estos artefactos, siendo 20 el número de ciclos óptimo. 
 
6. Con esta técnica se puede realizar una cuantificación relativa de ambas especies con 
una buena reproducibilidad. La correlación de los resultados obtenidos mediante 
recuentos en placa selectivos y esta técnica demuestran que constituye una buena 
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alternativa a los métodos clásicos de cultivo para estudiar la dinámica de poblaciones 
de ecosistemas relativamente simples, como es el caso de cultivos definidos mixtos. 
 
7. Lactobacillus pentosus LPS26 produce un polímero de tipo capsular constituido, al 
menos, por un polisacárido de alto peso molecular (EPS A), compuesto por glucosa y 
ramnosa, y un polisacárido de bajo peso molecular (EPS B), compuesto por glucosa y 
manosa. Ambos están constituidos por una cadena principal de glucosas unidas por 
enlaces 1→4. Con los datos disponibles no es posible definir el grado de sustitución y 
localización de las cadenas laterales. 
 
8. La síntesis de EPS A varía en función del tipo de fuente de carbono, aunque es 
independiente de la concentración. Temperaturas subóptimas y el control del pH 
favorecen su síntesis. Por el contrario, la síntesis de EPS B sólo está influenciada por el 
pH. 
 
9. EPS A se comporta como un metabolito no asociado a crecimiento, como se comprobó 
mediante cultivo continuo, y se sintetiza casi exclusivamente a bajas tasas de 
crecimiento. La síntesis de EPS B no depende de esta variable. 
 
10. La máxima producción de EPS total, mediante fermentación en discontinuo, se obtiene 
utilizando glucosa como fuente de carbono, a una concentración de 30 g/L, con una 
temperatura de incubación de 20º C y a pH 6. En estas condiciones, la producción es de 
514 mg/L. 
 
11. La utilización de técnicas de cultivo continuo permite incrementar la productividad 
efectiva en la obtención del polímero con respecto al cultivo discontinuo, al disminuir 
los tiempos invertidos en la limpieza y esterilización del fermentador. 
 
12. La aplicación de Lb. pentosus LPS26 como productor de un agente texturizante in situ 
en productos lácteos fermentados está limitada por su escasa capacidad de crecimiento 
en leche. Además, la producción del polímero en leche suplementada no tiene un efecto 
apreciable en la textura, probablemente debido a que en estas condiciones se produce 
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casi exclusivamente EPS B, cuya capacidad espesante es, en principio, menor que la de 
EPS A, dado su menor tamaño molecular. 
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